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Resumo 
 As placas de microtitulação, ou microplacas são uma ferramenta padrão em laboratórios de 
diagnóstico clínico e investigação analítica. Atualmente possuem medidas padronizadas, usadas em 
todo o mundo. Como tal, milhares de laboratórios possuem equipamentos, desde robôs para 
manuseamento das placas, a espetrofotómetros para revelação de resultados, específicos para os 
formatos padronizados.  
 Em 2004, a Organização Mundial de Saúde (OMS) estabeleceu diretrizes para o 
desenvolvimento de meios de diagnóstico adequados a países em desenvolvimento e situações de 
escassez de recursos, sumarizadas pela sigla ASSURED (Affordable, Sensitive, Specific, User-friendly, 
Rapid and robust, Equipment-free and Delivered to those in need).  
 O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma plataforma capaz de complementar ou 
substituir o uso das microplacas convencionais, com a versatilidade exigida pela OMS. O fabrico das 
microplacas começa com uma folha de papel de cromatografia, na qual são depositadas barreiras de 
cera com as medidas exatas das microplacas convencionais. O seu fabrico exige apenas uma 
impressora comercial de tinta sólida, desenhada para imprimir com uma tinta à base de cera de 
parafina, e uma placa de aquecimento, para que a cera depositada à superfície do papel se difunda 
por toda a sua espessura. O trabalho inclui também a validação de um sistema de leitura de 
resultados de baixo custo, bem como aplicação a testes a diagnóstico de Leishmaniose e 
Tuberculose. 
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Abstract 
 Microtiter plates or microplates are a standard tool in analytical investigation and clinical 
laboratories.  Today the microplates have standard dimensions used worldwide. Thus, thousands of 
laboratories have all kinds of equipments such as liquid handling systems and automated 
spectrophotometers (microplate readers), specific to that standard formats. 
 In 2004 the World Health Organization (WHO) established directives regarding the 
development of diagnostic technologies suited to developing countries and low resource situations. 
Those directives are summarized in the acronym ASSURED (Affordable, Sensitive, Specific, User-
friendly, Rapid and robust, Equipment-free and Delivered to those in need). 
 The main goal of this work is the development of a platform suited to either complement or 
substitute the conventional microplates, with the versatility demanded by the WHO. The production 
of the microplates starts by printing a layer of wax in a sheet of chromatography paper. The 
dimensions of the wax layer are an exact replication of a conventional microplate. The production of 
these microplates only requires a commercial wax printer, and an hot plate to melt the wax vertically 
through the paper. 
 This work also includes the validation of a low cost reading system for assays performed in 
paper microplates, as well as the application of this platform in diagnostic of canine leishmaniasis 
and tuberculosis. 
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Capítulo 1  
1. Introdução 
 O trabalho descreve o desenvolvimento de placas de microtitulação em papel, como 
alternativa às microplacas convencionais moldadas a partir de polímeros. Deste modo é apresentada 
uma pesquisa acerca destas ferramentas e da instrumentação paralela que lhe está associada. Uma 
vez que os dispositivos são feitos em papel, é feita uma descrição acerca da sua composição química 
e propriedades de interesse para o trabalho. O fabrico dos sensores explora a tecnologia emergente 
da microfluídica em papel, pelo que é feita uma breve descrição da tecnologia, bem como dos 
princípios físicos inerentes. É feita uma revisão dos princípios de interação entre luz e matéria, na 
perspetiva de compreender o sistema de leitura de resultados desenvolvido. Por fim apresenta-se 
uma breve introdução acerca das patologias para as quais foram desenvolvidas aplicações, 
juntamente com alguns fundamentos importantes para os métodos de diagnóstico. 
 
 
 
 
1.1 Placas de microtitulação 
 Uma placa de micro titulação (ou microplaca) consiste num tabuleiro plano com vários 
compartimentos individuais (poços) dispostos em linhas e colunas, formando uma matriz 2:3. Os 
formatos mais utilizados possuem 96 ou 384 poços (Figura 1.1). São fabricadas a partir de um 
polímero (poliestireno ou polipropileno) e são utilizadas para examinar as características físicas, 
químicas ou biológicas de várias amostras em paralelo. As amostras ficam dispostas na matriz 
formada pelos poços da placa [1].  
 A invenção desta ferramenta remonta a 1951, quando o médico e inventor húngaro, Dr. 
Gyula Takátsy, construiu à mão a primeira microplaca. Numa placa de acrílico construiu 6 linhas de 
12 poços que juntamente um dispositivo de deposição com várias pontas, permitiam a realização de 
vários ensaios em simultâneo. Esta invenção surgiu no contexto de uma epidemia de gripe na 
Hungria, que suscitou a procura de um método de diagnóstico rápido económico e eficaz. Realizando 
vários ensaios em simultâneo, a invenção de Dr. Takátsy permitiu reduções significativas no tempo 
de realização e volumes de amostra utilizados por cada teste, o que aumentou significativamente o 
rendimento do seu laboratório. Desde então as microplacas evoluíram, tornando-se num dos 
equipamentos descartáveis mais comuns em laboratórios. O formato mais convencional consiste em 
96 poços individuais dispostos em oito linhas e doze colunas com dimensões definidas pelo American 
National Standards Institute , em 1996 [2], [3]. Além deste formato existem microplacas com 2, 4, 6, 
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12, 24, 384, 1536, 3456 e 9000 poços. De referir que todos os formatos de microplaca referidos têm, 
o mesmo tamanho, pelo que as diferenças entre os formatos residem no tamanho e densidade de 
poços. O avanço tecnológico tem permitido uma crescente miniaturização de vários tipos de ensaios 
laboratoriais, o que tem motivado a procura de microplacas com poços menores e maior densidade 
de poços de modo a aumentar o rendimento dos laboratórios e diminuir a quantidade de reagentes 
necessária por cada ensaio.  
 
A) 
 
B) 
 
Figura 1.1 - A) Microplaca transparente de poliestireno com 96 poços [4]; B) Microplaca preta de poliestireno com 384 
poços [5] 
1.1.1 Aplicações e evolução 
 As microplacas têm um vasto historial de aplicações em virologia e serologia, por exemplo 
em hemaglutinação (reconhecimento de anticorpos específicos) onde os seus poços são usados para 
fazer diluições seriadas.  
 Ensaios ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assays) foram desenvolvidos nos anos 70 
como alternativa a técnicas como RIA (Radio-ImmunoAssay). Deste modo, os ensaios ELISA 
potenciaram o desenvolvimento e otimização de ensaios imunológicos para uma grande variedade 
de aplicações em investigação e diagnóstico clínico. As microplacas são ainda hoje consideradas o 
suporte mais adequado para este tipo de aplicações. Nos anos 80 o desenvolvimento de novas 
tecnologias como o PCR (Polymerase Chain Reaction) levou ao desenvolvimento e otimização de 
microplacas específicas para ensaios de PCR. Por outro lado, o aparecimento de HTS (High 
Throughput Screening) para deteção e descoberta de novas drogas suscitou a procura por placas com 
maior densidade de poços de modo a aumentar o rendimento das análises. Nas últimas décadas, o 
desenvolvimento de novas tecnologias levou ao aparecimento de novas aplicações para as 
microplacas, bem como de sistemas periféricos para facilitar o seu uso. [2], [6], [7] 
 A evolução desta ferramenta levou a que, hoje em dia, existam milhares de microplacas com 
diferentes densidades de poço, cores, materiais de fabrico (específicos para diferentes sistemas de 
deteção) e revestimentos (para imobilização de biomoléculas nos poços). Na Tabela 1.1 podem 
observar-se algumas opções de microplacas com revestimentos comerciais. 
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Tabela 1.1 - Tipos de revestimento de microplacas [6]. 
Superfície Interação de ligação Propriedades da ligação Aplicações 
Carbo-
BINDTM 
poliestireno 
Imobilização covalente por 
grupos hidrazida 
Biomoléculas com carbohidratos 
disponíveis para ativação 
Ensaios que requerem 
orientação da biomolécula 
DNA-BINDT M 
poliestireno 
Imobilização covalente para 
grupos amina 
Biomoléculas de tamanho 
pequeno e médio (DNA com 
grupo amina disponível) 
Imobilização de pequenos 
antigénios (aminoácidos 
singulares), oligonucleótidos 
aminados. 
Universal-
BINDTM 
poliestireno 
Imobilização covalente por 
ligação cruzada UV com 
hidrogénio. 
Biomoléculas com hidrogénio 
disponível para auto-oxidação 
Imobilização de antigénio com 
DNA de cadeia dupla de 
estrutura desconhecida 
High Binding 
poliestireno 
Hidrofóbica e iónica 
(carregada negativamente) 
Melhora a ligação de 
biomoléculas grandes (>10 kD) 
carregadas positivamente ou sem 
regiões hidrofóbicas 
EIA ( Enzyme Imunoassay) e 
RIA. 
Osteo Assay 
Plate 
Superfície para crescimento e 
diferenciação de células 
ósseas 
Superfície sintética que 
providencia condições ao 
crescimento do osso 
Crescimnento e diferenciação 
de ósteoclasto e ósteoblasto 
Synthemax 
Superfície sintética com 
péptido ligado a um 
revestimento de hidrogéis 
Imobilização de células 
estaminais por liação peptídica 
Imobilização, expansão e 
diferenciação de células 
estaminais 
 
1.1.2 Sistemas periféricos de manuseamento e leitura de 
resultados 
 Paralelamente à evolução das microplacas surgiu um mercado de instrumentação periférica 
na forma de dipositivos de manuseamento de líquidos e espetrofotómetros automatizados (Figura 
1.2) especialmente desenvolvidos para operar com o formato das microplacas.  
 
A) 
 
B) 
 
Figura 1.2 - A) Leitor de microplacas [8]; B) Sistema de deposição de reagentes [9]. 
 Existe uma gama variada de sistemas de manuseamento de líquidos, desde pipetas manuais 
para deposição de reagentes em poços individuais ou em vários poços em simultâneo, a dispositivos 
automatizados capazes de depositar vários reagentes, aspirar, lavar, misturar, incubar, secar o 
conteúdo de alguns colunas de poços ou de toda a placa simultaneamente [2].  
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 Os leitores de microplacas são espetrofotómetros e/ou espetrofluorímetros usados para 
analisar resultados de ensaios realizados em microplacas e são instrumentos extensivamente 
validados para uma vasta gama de aplicações em laboratórios e clínicas [10]. 
 De uma forma geral as microplacas facilitam a realização de ensaios reduzindo tanto a sua 
duração como a quantidade de equipamento periférico necessário (relativamente a ensaios a uma 
escala superior). Por outro lado, parte da versatilidade das microplacas resulta do vasto leque de 
opções de funcionalização, seja pela modificação química da superfície dos seus poços como pela 
adaptação da instrumentação externa específica para determinadas aplicações. O uso de sistemas 
automatizados de manuseamento de líquidos permite diminuir o tempo de realização de vários 
ensaios simultâneos e reduzir o erro associado ao utilizador. 
1.2 Papel 
 O papel é uma substância composta por fibras entrelaçadas numa rede compacta, 
normalmente em forma de uma folha fina e flexível. A sua invenção remonta a 105 d.C. e é atribuída 
a Ts'ai Lun, ministro da agricultura do imperador Chinês Ho Ti's. Ts'ai Lun aperfeiçoou um processo 
de fabrico de papel a partir de cascas, pedaços de bambu, redes de pesca e algodão, produzindo 
papel de alta qualidade mesmo pelos padrões atuais [11].O papel é uma parte essencial da civilização 
há mais de 200 anos e tende a ser encarado com um material simples e ordinário. No entanto este 
material tem origem vegetal, pelo que apresenta grande complexidade a nível morfológico, físico e 
químico. O próprio processo de produção é altamente sofisticado, envolvendo engenharia e 
tecnologia de vanguarda [12].  
 Ainda que impressão, escrita e embalagem sejam as principais aplicações do papel, existem 
muitos outros produtos que são feitos a partir do mesmo processo (lenços, cartão, filtros, etc.), 
sendo difícil apresentar uma definição baseada nas suas características macroscópicas. Deste modo, 
no âmbito deste trabalho, define-se papel com base no seu processo de fabrico: é uma folha de um 
material feito de uma rede de fibras de celulose, depositadas a partir de uma suspensão aquosa. O 
produto final é uma rede de fibras interligadas estruturada em camadas, com espessura 
compreendida entre 30 e 300 µm [13].  
1.2.1 Composição química 
 O papel é produzido a partir de fibras que, antes dos tratamentos químicos e mecânicos, 
faziam parte de células de plantas terrestres. Como tal, este material não tem uma composição 
química única, variando em função da fonte da fibra. As células das plantas terrestres são 
maioritariamente compostas por polímeros de hidratos de carbono ou polissacarídeos (celuloses e 
hemiceluloses), impregnados com lenhina.  
 O carboidrato mais abundante na composição do papel é a celulose, pelo que as 
propriedades físicas e mecânicas da folha de papel se devem às fibras celulósicas. Celulose de origem 
natural é um polissacarídeo linear homogéneo baseado em monómeros de glucose (β-1,4-d-
glucopiranose), com grau de polimerização entre 3000 e 15000. Este polissacarídeo encontra-se 
presente na parede celular, assumindo funções estruturais importantes (Figura 1.3). Quimicamente 
são as ligações por pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxilo dos monómeros de glucose que 
constituem a forte interação existente entre as moléculas de celulose e originam a formação das 
fibras. Também na formação da folha de papel é esta interligação por pontes de hidrogénio que 
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proporciona a interação entre as fibras de celulose que constituem o papel, concedendo a resistência 
necessária para a sua formação [13]. 
 
Figura 1.3 - Estrutura da celulose e sua organização na parede celular (adaptado de [14]). 
 As hemiceluloses são um grupo de polissacarídeos heterogéneos, não estruturais e com 
baixo peso molecular, que não estão relacionados com a celulose, uma vez que são formados bio 
sinteticamente por outra via. Não são, como o nome sugere, percursores para a celulose e a sua 
função na parede celular não é ainda muito clara, uma vez que o seu peso molecular é muito baixo 
para desempenharem funções estruturais. As hemiceluloses são no entanto benéficas para as 
propriedades da pasta e consequentemente, do papel, muito embora as razões para tal não sejam 
ainda totalmente claras. A resistência à tração do papel, por exemplo, correlaciona positivamente 
com o conteúdo de hemicelulose [13].  
 A lenhina é um polímero aromático presente na madeira com uma estrutura complexa, que 
representa entre 17 a 23 % do peso de madeira seca. Funciona como um agente de fortalecimento 
da estrutura da madeira e também assiste na resistência da madeira a ataques de microrganismos e 
apodrecimento. A lenhina é formada apenas nas plantas vasculares e no caso da madeira providencia 
à árvore força e propriedades elásticas. Quase todas as propriedades da lenhina são indesejáveis 
para o fabrico de papel. As melhores qualidades de papel são normalmente feitas a partir de pastas 
das quais a maioria da lenhina foi retirada. A presença de lenhina torna o papel frágil, e devido a 
oxidação fotoquímica, amarelado e escurecido. A lenhina encontra-se apenas em pastas 
provenientes de madeira, pelo que o processo de fabrico engloba vários tratamentos no sentido de a 
remover [13]. 
 Na Tabela 1.2 podem observar-se as quantidades relativas dos principais constituintes de 
fibras provenientes de diversas plantas. 
Tabela 1.2 - Quantidade relativa de celulose, hemicelulose, pectina e lenhina na constituição de fibras de plantas [15]. 
Fibra 
Celulose 
 (%) 
Hemicelulose 
 (%) 
Lenhina 
 (%) 
Sub-total 
(%) 
Outros 
(%) 
Algodão 82,7 5,7 0,0 88,4 11,6 
Cânhamo 67,0 16,1 3,3 87,2 12,8 
Juta 64,4 12,0 11,8 88,4 11,6 
Ramie 68,8 13,1 0,6 84,4 15,6 
Sisal 65,8 12,0 9,9 88,5 11,5 
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1.2.2 Propriedades 
 Considerando a variedade de tipos de papel com diferentes finalidades, é necessário abordar 
algumas propriedades deste material. Na perspetiva de papel bioativo elegeram-se cinco 
propriedades críticas para desenvolvimento de microplacas de papel: espessura, porosidade, química 
superficial (surface chemistry), propriedades óticas e resistência em húmido (wet strength) [16], [17].  
 A porosidade é a medida do total de espaços vazios entre as fibras do papel. A porosidade de 
uma folha de papel é uma indicação da sua absortividade, ou seja, da capacidade de absorver tinta 
ou água. Como o papel é constituído por várias camadas de fibras numa disposição aleatória tem 
vários graus de porosidade, podendo conter até 70% de ar [17].  
 Para aplicações bio analíticas, as propriedades químicas superficiais do papel deve facilitar a 
imobilização de biomoléculas, minimizar adsorção inespecífica e ser compatível com estratégias de 
revelação [16].  
 Para uma determinada gramagem de papel, a espessura determina o seu volume e 
densidade. Variações na espessura afetam as propriedades óticas e resistência do papel. 
 As propriedades óticas de maior importância para o trabalho são opacidade, brilho e cor. A 
opacidade é a medida da quantidade de luz que é absorvida pela folha de papel. Um papel 
totalmente opaco é aquele que bloqueia a passagem de toda a luz visível. A opacidade é influenciada 
pela espessura, quantidade de aditivos, processo de branqueamento e revestimento.  
 A resistência em húmido determina a capacidade de o papel suportar deformações enquanto 
está molhado. Alguns tipos de papel como filtros de café e chá são específicos para entrar em 
contacto com água, pelo que têm que manter resistência mesmo quando saturados com água. Para 
aumentar a resistência húmida o papel é processado quimicamente [16], [18]. 
1.3 Microfluídica  
 A microfluídica é uma área emergente da ciência e tecnologia que se refere à manipulação e 
processamento de volumes de fluídos na ordem dos micro ou nano litros. Utiliza sistemas e 
dispositivos de dimensões reduzidas onde são implementados canais com geometrias micro ou 
nanométricas através dos quais os fluídos são conduzidos até regiões de interesse. A microfluídica 
apresenta diversas vantagens sobre as tecnologias convencionais. A redução do consumo de 
reagentes, do tempo de obtenção de resultados e a simplicidade da sua análise, associadas à 
facilidade de produção em massa tornam a microfluídica muito atrativa. Atualmente encontra-se 
presente em domínios da biologia, química, medicina e materiais [19–21].  
1.3.1 Microfluídica em papel 
 A microfluídica em papel utiliza papel como substrato, ou seja, o controlo dos volumes é feito 
no interior do papel. O papel é, inequivocamente, um material orgânico muito barato e é compatível 
com a grande maioria das aplicações químicas, bioquímicas e médicas. Para além disso, a rede 
fibrosa que o constitui permite o transporte de líquidos através de forças capilares. Capilares são 
tubos com diâmetros muito reduzidos de dimensão microscópica ou inferior. Quando a aderência do 
líquido às paredes do capilar, na presença do ar, excede a coesão do próprio líquido, este tende a 
espalhar-se pelo sólido (fenómeno de wetting). Nestas condições a superfície livre encurva, o ângulo 
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de contacto é inferior a 90ᵒ e a tensão superficial pode ser suficiente para fazer o líquido deslocar-se 
pelo capilar. Este é o fenómeno conhecido por capilaridade [22]. 
 Washburn demonstra que a taxa de penetração de um líquido num tubo por ação capilar, é 
diretamente proporcional ao raio do capilar, ao ângulo de contacto, ao rácio entre a tensão de 
superfície e a viscosidade e inversamente proporcional ao comprimento do percurso já preenchido 
pelo líquido. Quando o ângulo de contacto é inferior a 90ᵒ, ou seja, quando o líquido molha o capilar, 
a taxa de penetração é independente do ângulo de contacto. Para materiais porosos que se 
comportam como um conjunto de capilares cilíndricos, a equação de Washburn descreve a 
penetração do líquido em função do tempo, de acordo com a expressão [23]: 
   
   
  
.............. equação 1.1 
Onde L é a distância percorrida por um líquido de viscosidade η e tensão superficial γ, num substrato 
poroso com poro médio D, durante um intervalo de tempo t.  
 Na microfluídica em papel a condução dos fluídos é realizada pela rede de fibras do papel. 
Esta rede de fibras dispersas aleatoriamente gera espaços livres que se comportam como tubos 
capilares. Através da pressão capilar, os líquidos são conduzidos sem necessidade de aplicar uma 
força externa. É deste modo um método autossuficiente, pois o transporte dos fluídos não necessita 
da aplicação de forças externas. O manuseamento de líquidos no papel é conseguido pela construção 
de canais hidrófilos de papel, onde os líquidos são conduzidos por ação capilar, delimitados por 
regiões onde as propriedades do papel são alteradas de modo a impedirem a propagação do fluxo. 
1.4 Sistema de leitura dos resultados 
 Espetrofotómetros de UV/visível são equipamentos usados há mais de 35 anos e durante 
esse período tornaram-se nos mais importantes instrumentos de análise em laboratórios modernos. 
 Quando um feixe de luz interage com uma amostra a luz pode ser totalmente refletida, o que 
faz com que a amostra tenha cor branca, ou pode ser totalmente absorvida se a amostra for preta. 
No entanto, se apenas uma porção de luz for absorvida e a restante for refletida, a cor da amostra é 
determinada pela luz refletida. Existem muitas substâncias que não exibem cor, pelo que não têm 
um espetro de absorção de luz no intervalo de comprimentos de onda visíveis. Nestes casos a 
absorção ocorre na zona infravermelha ou ultravioleta do espetro eletromagnético. Existe uma 
relação próxima entre a cor de uma substância e a sua estrutura atómica. Uma molécula ou ião 
absorvem comprimentos de onda visíveis quando a radiação provoca uma transição eletrónica nas 
orbitais dos seus átomos. Quando um feixe de radiação incide num objeto pode ser absorvido, 
transmitido, dispersado, refletido ou pode provocar fluorescência. Na Figura 1.4 pode observar-se 
uma ilustração destes processos.  
 O fenómeno envolvido na espetrofotometria de absorvância é a absorção. Nas medições de 
refletância o fenómeno de interesse é a reflexão. Na região visível do espetro eletromagnético as 
bandas observadas não são suficientemente específicas para identificar amostras desconhecidas. 
Espetrofotometria em comprimentos de onda visíveis é usada maioritariamente para quantificação, 
ou seja, estimar a quantidade de um determinado composto presente numa amostra. A lei de 
Lambert-Beer define que a concentração de uma substância é diretamente proporcional à 
absorvância (Aλ) da solução [24].  
            ............. equação 1.2 
Capítulo 1 - Introdução 
Desenvolvimento de placas de microtitulação em papel  8 
Onde ελ = absortividade da substância, c = concentração, l = percurso ótico. Mantendo ελ e l 
constantes para um determinado conjunto de medidas da mesma amostra, um gráfico de 
absorvância em função da concentração deve ser uma linha reta. Da lei de Lambert-Beer resulta 
também que o percurso ótico pode ser alterado para afetar a absorvância, representando uma 
vantagem quando são necessários limites de deteção inferiores (aumentar percurso ótico), ou 
superiores (vice-versa) [24].  
 
Figura 1.4 - Interação de um feixe de luz com uma amostra (adaptado de [25]). 
 A refletância do feixe de luz numa superfície, como função da quantidade de uma amostra 
colorida uniformemente distribuída pode ser expressada pela equação: 
  
  
  
        
    .............. equação 1.3 
Onde R = refletância, Ir = intensidade da parte do feixe refletida, I0 = intensidade do feixe incidente, 
Rw = refletância da superfície branca de referência, k1 = constante e m = massa por unidade de área 
da substância. Esta relação denomina-se lei de Kubelka-Munk [26–29]. 
1.5 Aplicações desenvolvidas 
1.5.1 Diagnóstico de leishmaniose canina: ensaio ELISA 
 A Leishmaniose é uma das doenças infeciosas do mundo mais preocupantes e encontra-se 
difundida no Mediterrâneo, África, Médio Oriente, Ásia e América do Sul. É transmitida através da 
picada de um mosquito do género Phlebotomus e pode ser uma doença sistémica grave, de curso 
lento e crónico.  
 Os parasitas do género Leishmania, responsáveis pela doença, apresentam duas formas no 
seu ciclo de vida: uma forma promastigota flagelada (Figura 1.5) encontrada no trato digestivo do 
vetor (flebótomo) e uma forma amastigota, que se desenvolve no interior dos macrófagos dos 
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hospedeiros vertebrados. Apenas as fêmeas dos mosquitos Phlebotomus transmitem a doença 
através de picada na pele e consequente inoculação dos promastigotas no sangue dos hospedeiros. 
Os parasitas são então interiorizados pelos macrófagos e transformam-se na sua forma amastigota, 
perdendo o flagelo. No hospedeiro, sobrevivem e multiplicam-se numa relação de parasitismo 
complexa. Existem mais de vinte espécies de Leishmania e cada uma apresenta exigências ecológicas, 
vetores e hospedeiros diferentes [30]. 
 
Figura 1.5 - Imagem de microscopia eletrónica de uma Leishmania na forma promastigota, num substrato de vidro 
(coloração artificial feita em Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated, California, USA)) 
 A Leishmaniose Visceral (VL - Visceral Leishmaniasis) apresenta elevada taxa de mortalidade 
em humanos infetados e é considerada como um grave problema de saúde pública em vários países 
[31]. É causada por duas espécies, Leishmania donovani e Leishmania infantum, dependendo da área 
geográfica. L. infantum é responsável pela difusão da doença na Europa, norte de África e América 
Latina e infecta principalmente crianças e indivíduos imunosuprimidos. L.donovani infecta todas as 
faixas etárias e encontra-se difundida pelo leste de África e Índia. Após um período de incubação 
entre dois e seis meses, os pacientes infetados com VL apresentam sintomas e sinais persistentes de 
infeção que incluem febre, fadiga, fraqueza, perda de apetite e de peso [32]. 
 A doença é endémica maioritariamente em países pouco desenvolvidos ou em regiões rurais 
remotas. Pacientes e familiares afetados pela VL vêm o seu nível económico diminuir devido a custos 
diretos da doença, como custos de diagnóstico e tratamento, e custos indiretos, relacionados com 
fatores como perda do trabalho e habitação [32]. 
 O diagnóstico e tratamento precoce da VL são considerados uma ferramenta essencial no 
controlo da doença. Sendo uma infeção zoonótica, também para a medicina veterinária estes 
componentes são de extrema importância, uma vez que o cão é considerado o hospedeiro principal 
do parasita. 
 Existe atualmente uma enorme variedade de testes de diagnóstico imunológico, devido 
especialmente ao desenvolvimento e otimização de métodos de marcação de antigénios e 
anticorpos. A marcação destas proteínas permite a implementação de testes de diagnóstico com 
grande nível de sensibilidade e especificidade. De entre os variados métodos de marcação 
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desenvolvidos nas últimas décadas do século XX, o mais promissor utiliza enzimas. Enzimas podem 
ser conjugadas com anticorpos e antigénios de modo a formar complexos que mantêm a atividade 
imunológica e enzimática. A degradação enzimática de um substrato cromogéneo resulta na 
amplificação de sinal e permite a deteção específica da enzima [33], [34].  
 Ensaios ELISA são utilizados para diagnóstico de doenças infeciosas, onde regularmente é 
necessário avaliar a resposta imunitária através da quantificação de anticorpos específicos. Nestes 
casos o método indireto, representado esquematicamente na Figura 1.6, é particularmente aplicável.  
 No método indireto o antigénio é imobilizado no suporte da reação. A amostra de soro é 
então adicionada e incubada permitindo a ligação entre os anticorpos específicos e o antigénio 
imobilizado. Após uma fase de lavagem, que elimina os componentes serológicos que não reagiram, 
é adicionado e incubado o anticorpo conjugado com enzima. Este conjugado vai ligar-se aos 
anticorpos que se encontram já ligados ao antigénio imobilizado. Segue-se uma fase de lavagem de 
modo a remover o conjugado em excesso que não reagiu com os componentes imobilizados. 
Finalmente é adicionado o substrato da enzima cuja alteração colorimétrica, resultante da reação 
catalisada pela enzima do conjugado, é proporcional à quantidade de conjugado imobilizado e 
consequentemente proporcional à quantidade de anticorpos específicos presentes na amostra de 
soro [33], [35], [36]. 
 Os ensaios ELISA podem também ser utilizados para deteção de antigénios através do 
método sandwich. Este método é assim denominado uma vez que utiliza a ligação entre um 
antigénio e dois anticorpos distintos para a sua identificação. Na Figura 1.6 encontra-se uma 
ilustração representativa desta técnica. Neste método um anticorpo específico para o antigénio que 
se pretende detetar é imobilizado no contentor da reação. Após reação com a amostra de soro, é 
adicionado um conjugado enzimático de anticorpo específico e, seguidamente, o substrato da 
enzima. O antigénio presente na amostra testada é assim capturado pelo anticorpo imobilizado. De 
seguida o anticorpo conjugado com enzima é incubado, ligando-se aos antigénios previamente 
imobilizados [33]. 
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Figura 1.6 -ELISA indireta e ELISA direta. 
 O formato de um teste de diagnóstico determina se o método tem valor prático em 
laboratório. Idealmente procura-se reduzir o custo de produção bem como simplificar a revelação 
dos resultados, de modo a dispensar a utilização de equipamentos complexos e potencialmente 
dispendiosos. Na concretização deste objetivo um dos fatores a ter em conta é a escolha do suporte 
onde se realiza o ensaio, visto que tem um papel ativo na imobilização de reagentes. Desde a sua 
invenção, diversos substratos têm sido utilizados em ensaios imuno enzimáticos. Atualmente os 
polímeros poliestireno e polipropileno possuem uma vasta gama de funcionalizações para 
imobilização de biomoléculas. 
1.5.2 Diagnóstico de tuberculose: deteção com nanossondas de 
ouro 
 A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa causada principalmente pelo bacilo 
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, Mtb), um membro do Complexo Mycobacterium 
tuberculosis (MTBC). Tipicamente afeta os pulmões, (TB pulmonar) mas pode afetar outros órgãos 
(TB extrapulmonar). A doença é transmitida por via aérea através da expulsão de bactérias por 
pessoas infetadas. Em geral, apenas uma pequena parcela das pessoas infetadas com Mtb 
desenvolve a doença, no entanto, sem tratamento a taxa de mortalidade é elevada.  
 Avanços recentes no diagnóstico molecular da tuberculose melhoraram a capacidade de 
deteção do agente patogénico, mas a maioria destes métodos requerem técnicos especializados e 
equipamento laboratorial complexo e dispendioso. Um diagnóstico POCT (Point Of Care Test) é 
crucial para o controlo da tuberculose, pois a identificação e caraterização rápidas do agente 
patogénico permitem o tratamento precoce, passo vital para o combate desta pandemia. Neste 
sentido foi desenvolvido, em conjunto com o Centro de Investigação em Genética Molecular Humana 
(CIGMH) do Departamento de Ciências da Vida da FCT-UNL, um dispositivo para diagnóstico 
molecular da tuberculose que utiliza o papel como suporte e que foi recentemente publicado numa 
revista científica internacional [37]. 
 Neste dispositivo o reconhecimento molecular é feito através da hibridação de uma 
sequência de ADN conhecida, a sonda, com uma sequência de ADN (Ácido Desoxirribonucleico) 
desconhecida, o alvo. A sequência de ADN sonda é acoplada com um transdutor, especificamente 
nanopartículas de ouro (AuNPs - gold nanoparticles) funcionalizadas, que permite identificar a 
ocorrência da hibridação. As AuNPs são conjuntos de átomos de ouro (entre 3 e 1x107 átomos) e 
possuem propriedades extraordinárias, como comportamento espectral ajustável e facilidade de 
funcionalização com biomoléculas como anticorpos ou ADN [38]. 
 A agregação é o processo pelo qual duas ou mais partículas se agrupam (agregado), As AuNPs 
encontram-se estabilizadas por uma camada superficial de iões que mantêm uma carga fixa e do 
mesmo sinal, promovendo a repulsão electroestática e mantendo-as afastadas (cineticamente 
estáveis). No entanto, por adição de um eletrólito, a força iónica do meio é aumentada, atenuando a 
repulsão electroestática entre as partículas e a suspensão coloidal passa a ser cineticamente instável, 
originando a agregação [39]. O campo magnético da luz movimenta coletivamente os eletrões 
condutores induzindo dipolos instantâneos. Esta oscilação forma um dipolo oscilante efetivo que 
anula a radiação eletromagnética com a mesma frequência. Este fenómeno, denominado 
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ressonância de plasmónica (SPR - Surface Plasmon Ressonance) é evidenciado pela presença de uma 
forte banda na região do visível, e é responsável pelas cores vivas que as AuNPs apresentam. A 
frequência de ressonância depende da separação das cargas opostas à superfície, que é função do 
tamanho, geometria da partícula e da polarização do meio [39–41].  
Macroscopicamente o ouro tem cor amarela, mas nanopartículas esféricas com tamanhos 
entre 10 e 20 nm assumem uma intensa coloração vermelha, resultante da frequência à qual se 
verifica a SPR (520 nm). A agregação das partículas provoca um alastramento da banda SPR para 
comprimentos de onda mais elevados (600 nm), como se pode observar na Figura 1.7. 
Estas AuNPs podem ser diretamente funcionalizadas com oligonucleótidos tiolados, e podem 
ser utilizadas numa grande diversidade de estratégias de deteção para reconhecimento de 
sequências específicas de RNA ou DNA (Figura 1.7). Estas AuNPs funcionalizadas são denominadas 
nanossondas de ouro [38], [42], [43].  
 
Figura 1.7 - Ensaio de hibridação non-cross-linking com nanossondas de ouro. O aumento da força iónica provoca a 
agregação das nanossondas (solução azul), que é impedida pela presença da sequência alvo complementar (adaptado de 
[44]) 
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Capítulo 2  
2. Técnicas de caraterização 
 Neste capítulo é feita a revisão teórica acerca das técnicas usadas para caraterizar os 
substratos e material de impressão. São também descritas as condições experimentais de cada 
ensaio realizado. 
 
 
 
 
2.1 Microscopia eletrónica de varrimento e 
espetroscopia dispersiva de raios-X 
O microscópio eletrónico de varrimento (SEM - do inglês Scanning Electron Microscopy) é um 
dos instrumentos mais versáteis para análise morfológica de objetos sólidos. Esta técnica permite a 
observação e caraterização de materiais heterogéneos numa escala de nanómetros (nm). A elevada 
profundidade de foco possibilita a obtenção de imagens com efeito tridimensional, fornecendo mais 
informação acerca da morfologia em estudo. 
Os componentes base deste tipo de equipamento são um sistema de lentes, uma fonte de 
eletrões, um coletor de eletrões e um ou vários tubos de raios catódicos (CRT - do inglês Catode Ray 
Tube). No SEM, a área a ser analisada é irradiada com um feixe de eletrões que pode efetuar um 
varrimento na superfície da amostra para formar uma imagem ou incidir numa pequena área para 
análise elementar. A interação entre os eletrões do feixe e a matéria da amostra resulta na emissão 
de eletrões secundários, eletrões retro difundidos, raios-X característicos e outros fotões. Em cada 
ponto da amostra em que o feixe de eletrões primários incide detetores captam os eletrões 
secundários emitidos. O sinal resultante dos eletrões secundários é amplificado e aplicado no 
emissor de eletrões do CRT, modelando o número de eletrões a incidir na tela do CRT e 
consequentemente, o brilho de cada pixel. A imagem final é formada sincronizando as coordenadas 
de cada ponto na amostra com um ponto no CRT [45]. O feixe de eletrões primários do equipamento 
utilizado pode atingir energias entre 0,1 e 30 keV, permitindo ampliações de 12x a 1000000x [46]. 
Paralelamente o equipamento utilizado permite fazer uma análise química da amostra 
medindo a energia e intensidade dos fotões emitidos pela amostra irradiada pelo feixe de eletrões 
primários. Em espetroscopia dispersiva de raios-X (EDS do inglês Energy Dispersive X-Ray 
spectroscopy) os detetores produzem um sinal proporcional ao número de fotões raios-X na área de 
incidência do feixe. Uma vez que cada elemento emite um espetro de raios-X característico, por 
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computação do sinal e comparação com referências bem estabelecidas, é extrapolada a 
concentração relativa de cada elemento atómico presente na amostra. Efetuando milhares de 
varrimentos sobre uma determinada zona da amostra, os detetores formam um mapa espacial dos 
elementos constituintes da amostra. Os resultados de todos os varrimentos são dispostos num 
espetro de contagens em função da energia dos raios-X. Esta técnica está limitada a elementos de 
número atómico superior a 5, pelo que apenas são detetados elementos mais pesados que o boro 
[45], [47]. 
 
A) 
 
B) 
Figura 2.1 - A) Representação esquemática do SEM (adaptado de [48]); B) Carl Zeiss AURIGA Crossbeam SEM-FIB 
existente no CENIMAT/I3N 
 Todas as imagens de SEM apresentadas neste trabalho foram obtidas com o equipamento 
Carl Zeiss AURIGA Crossbeam SEM-FIB (Figura 2.1). Para obtenção de imagens utilizou-se o modo de 
eletrões secundários com uma tensão de aceleração de 2 kV. A abertura do diafragma foi de 30 µm e 
usou-se uma distância de trabalho de 5 mm entre a coluna de SEM e a amostra. Para evitar 
acumulação de carga na superfície das amostras foi aplicado um revestimento de 10 nm de uma liga 
de ouro e paládio. A análise EDS foi realizada através do detetor Oxford INCA x-act, usando uma 
tensão de aceleração de 15 kV e uma abertura de diafragma de 60 µm. As amostras de papel 
analisadas por EDS foram revestidas com 10 nm da liga de ouro/paládio. Na análise EDS da 
plataforma Gold on paper usou-se um revestimento de crómio com 17 nm de espessura.  
2.2 Ângulo de Contacto 
 O ângulo de contacto é a medição da capacidade de um líquido se espalhar numa 
determinada superfície. É convencionalmente medido através do líquido, quando uma interface 
líquido/vapor contacta uma superfície sólida. O método consiste em medir o ângulo entre a tangente 
à superfície da gota depositada e a superfície do sólido, ou seja, o ângulo entre a interface 
liquido/sólido e líquido/vapor. Através desta técnica quantifica-se afinidade de uma superfície sólida 
a um líquido através da equação de Young. Na Figura 2.2 está representado o esquema do perfil de 
uma gota com os ângulos e forças envolvidas no processo e o equipamento usado nas medições. 
 Quando uma gota é depositada numa superfície planar, o ângulo entre a tangente à 
superfície da gota no ponto de contacto e a superfície do sólido é denominado ângulo de contacto 
(θ). O ângulo de contacto permite avaliar a capacidade de uma determinada superfície sólida 
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absorver um determinado material líquido. Quando uma gota de líquido é depositada numa 
superfície lisa, as forças de adesão entre o sólido e o líquido são maiores que a força de coesão do 
líquido, causando um espalhamento uniforme do líquido pela superfície. Se as forças atingirem um 
equilíbrio determinado pelas tensões superficiais ( γlv, γsv e γsl), a gota forma um ângulo de contacto 
com a superfície. No entanto o papel é um material poroso, pelo que a gota não forma uma 
superfície de contacto plana com a superfície e a tensão superficial da interface não é constante. 
Para um poro cilíndrico define-se a diferença de pressão (Δp) na interface de acordo com a equação: 
   
          
 
.............. equação 2.1 
Onde θ = ângulo de contacto, γlv =a tensão da interface líquido-vapor e r = raio do poro cilíndrico. 
Deste modo se o ângulo de contacto entre a superfície porosa e o líquido for maior que 90ᵒ, Δp é 
igual a zero e o líquido não é absorvido por capilaridade [13].  
 
A) B) 
Figura 2.2 - A) Esquematização da medição do ângulo de contacto (adaptado de [49]); B) Equipamento  OCA 20 da Data 
Physics. 
 O método da gota séssil é usado para caraterizar superfícies sólidas e consiste em depositar 
uma gota de líquido com uma tensão superficial conhecida sobre uma superfície. A forma da gota, 
especificamente, o ângulo de contacto e a tensão superficial do líquido permitem calcular a tensão 
superficial da superfície do sólido. O equipamento capta a forma da gota através de um sistema de 
vídeo integrado e calcula automaticamente o ângulo de contacto [50]. 
 Todas as medidas de ângulo de contacto foram efetuadas no equipamento OCA 20 da Data 
Physics (Figura 2.2). Cortaram-se quadrados de cada amostra de papel (10 x 10 mm) que foram 
colocados no equipamento. O fluxómetro foi ajustado para depositar 2 µL de água destilada sobre a 
superfície do papel. A forma das gotas foi registada pela câmara integrada no equipamento e através 
do software do aparelho calcularam-se os ângulos de contacto. 
2.3 Espetroscopia de infravermelho por transformada 
de Fourier 
 A espetroscopia de infravermelho é uma técnica de análise química baseada em medições 
dos estados de vibração de uma molécula excitada por radiação infravermelha.  
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 A região infravermelha (10 - 14000 cm-1) do espetro eletromagnético está dividida em três 
sub-regiões: próxima, média e longínqua. A região média (400 - 4000 cm-1) é a mais usada em 
análise, uma vez que todas as moléculas possuem frequência de absorção caraterísticas e vibrações 
moleculares primárias nesta gama de números de onda. A espetroscopia de infravermelho baseia-se 
em estudar a interação entre a radiação infravermelha e as amostras. Quando um feixe de radiação 
infravermelha passa por um material, são absorvidos comprimentos de onda específicos, causando 
vibrações nas ligações entre os átomos. Os grupos funcionais das moléculas tendem a absorver 
radiação no mesmo número de onda, independentemente das outras estruturas presentes na 
molécula e os picos espetrais são derivados a partir da absorção de variações de energia nos estados 
vibracionais das moléculas. Deste modo existe uma relação entre a posição das bandas as estruturas 
químicas na molécula. Um espetro infravermelho é obtido calculando a intensidade da radiação 
infravermelha antes e depois da interação com a matéria. O espetro é disposto num gráfico em que o 
eixo y representa unidades de absorvância ou transmitância em função do número de onda (eixo x). 
O espetro FTIR de absorvância segue a lei de Lambert-Beer, que relaciona concentração e 
absorvância através da equação 1.2. 
 A transmitância não é diretamente proporcional à concentração e é definida pela equação: 
    
  
  
.............. equação 2.2 
Onde IS = Intensidade do feixe depois de passar pela amostra e IR = intensidade do feixe incidente 
[51], [52]. 
 O acessório de ATR (Atenuated Total Reflectance) mede as diferenças que ocorrem num feixe 
de raios infravermelhos totalmente refletido quando o feixe inicial entra em contacto com a amostra.  
Quando a amostra se revela inapropriada para medição da transmitância, por exemplo por ser 
opaca, esta configuração é utilizada para medir a refletância. O feixe infravermelho é direcionado 
através do cristal e, devido à alteração do índice de refração na sua superfície, o feixe é refletido para 
trás em vários pontos ao longo do comprimento do cristal, até finalmente sair para o detetor (Figura 
2.3 A). Quando a amostra é colocada em contacto com a superfície do cristal, o feixe vai interagir 
com a amostra em diversos pontos [63]. 
 Foi utilizado o equipamento Nicolet 6700 FT-IR da Thermo Electron Corporation (Figura 2.3 B) 
com acessório ATR de cristal de diamante para obter os espectros de infravermelho das amostras de 
papel e cera. 
 
A) 
 
B) 
 
Figura 2.3 - A) Representação do princípio físico do módulo ATR. B) Equipamento Nicolet 6700 FT-IR da Thermo Electron 
Corporation, presente no CENIMAT/I3N. 
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2.4 Análise térmica 
 Um dos testes mais simples que se pode efetuar a uma amostra de um determinado material 
em estudo é aquece-lo. A observação do comportamento da amostra e a quantificação das 
mudanças durante o aquecimento pode fornecer informação importante acerca da natureza do 
material. O termo análise térmica (TA - do inglês Thermal Analysis) é frequentemente usado para 
descrever técnicas experimentais capazes de avaliar o comportamento de uma amostra em função 
da temperatura como a calorimetria diferencial de varrimento (DSC - do inglês Differential Scanning 
Calorimetry), análise térmica diferencial (DTA - do inglês Differential Thermal Analysis), 
termogravimetria (TG) e análise termomecânica (TMA - do inglês Thermomechanical Analysis) [53]. 
Na Figura 2.4 pode observar-se uma comparação entre curvas resultantes de análise 
termogravimétrica e calorimetria diferencial de varrimento correspondentes a uma variedade de 
processos físico-químicos, bem como o equipamento usado para todas as caracterizações térmicas 
efetuadas. 
A) B) 
Figura 2.4 - A) Comparação de curvas esquemáticas de TG e DSC para uma variedade de processos 
fisicoquímicos [53]; B) Equipamento STA 449 F3 Jupiter da NETZSCH. 
2.4.1 Termogravimetria 
 A análise termogravimétrica (TG) é uma técnica baseada no registo da variação da massa de 
uma amostra de um determinado material em função da temperatura ou do tempo. É usada para 
caraterizar a decomposição e estabilidade térmica de materiais e para analisar a cinética dos 
processos físico-químicos ocorrentes na amostra. Fatores como a massa, volume, forma física da 
amostra e pressão atmosférica da câmara podem afetar as características da perda de massa de um 
material. Deste modo, estabelecer condições ótimas para a análise termogravimétrica requere 
normalmente testes preliminares. Os resultados desta análise são dispostos num gráfico com a 
variação de massa (Δm) expressa em percentagem no eixo vertical e temperatura ou tempo no eixo 
horizontal. A análise é caracterizada por duas temperaturas, Ti que representa a temperatura mais 
baixa a que uma variação de massa pode ser detetada, e Tf que é a menor temperatura para a qual o 
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processo responsável pela perda de massa se completa. Estes valores não têm significância absoluta 
e o intervalo da reação (Ti - Tf) depende das condições experimentais [53]. 
 A análise termogravimétrica é efetuada numa termobalança. Este aparelho é constituído por 
uma microbalança eletrónica, um forno, um programador de temperatura e um instrumento para 
gravação dos dados produzidos por estes componentes. 
 Como muitas outras técnicas experimentais, a análise TG não fornece resultados inequívocos 
para todos os fenómenos físico-químicos que ocorrem durante o processo de degradação, pelo que é 
comum o cruzamento com dados de outras técnicas experimentais. O equipamento usado para esta 
análise permite simultaneamente análise por Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC).  
2.4.2 Calorimetria diferencial de varrimento 
 A técnica DSC mede as variações de energia que ocorrem quando uma amostra é aquecida, 
arrefecida ou mantida a temperatura contante. Essas variações de energia permitem encontrar e 
quantificar as transições que ocorrem na amostra bem como a temperatura a que ocorrem. É assim 
possível determinar temperaturas de fusão e cristalização e transições mesomorfas.  
 Quando uma amostra sofre uma transformação física como uma mudança de fase, esta 
absorve mais ou menos calor relativamente à referência, para que permaneçam as duas à mesma 
temperatura. A quantidade de calor absorvida pela amostra depende da natureza do processo 
inerente à mudança de fase (endotérmico ou exotérmico). Por exemplo, à medida que uma amostra 
sólida se funde num líquido necessita de um maior fluxo de calor para manter a taxa de aquecimento 
da referência, uma vez que esta transição de fase é endotérmica. Do mesmo modo, quando uma 
amostra sofre uma transição exotérmica como a cristalização, requer um fluxo de calor menor. 
Observando as diferenças no fluxo de calor entre a amostra e a referência, o calorímetro diferencial 
de varrimento conseguem medir a quantidade de calor absorvido ou libertado durante as transições 
referidas [53–55]. 
 A análise térmica das amostras de papel foi efetuada em cadinhos de alumínio e em 
atmosfera de ar. O intervalo de temperaturas usado foi de 20 a 550 ᵒC, com uma taxa de 
aquecimento de 5 ᵒC/minuto. A análise térmica da cera de impressão foi feita entre as temperaturas 
de 20 e 400 ᵒC, também com uma taxa de 5 ᵒC/minuto. 
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Capítulo 3  
3. Procedimento e materiais 
 Neste capítulo são descritos todos os procedimentos experimentais e materiais usados 
durante o trabalho.  
 
 
 
 
3.1 Preparação dos substratos 
 O substrato Whatman Celullose Chromatography Paper Grade 1 (Whatman Internacional 
Ltd., Florham Park, NJ, USA) foi adquirido em folhas de 460 x 570 mm, e cortado em formato A5 (148 
x 210 mm), que pode ser diretamente colocado na impressora. Os papéis de impressão, branco e 
reciclado (Cópia 2000, Steinbeis Papier, Gluckstadt, Germany), foram adquiridos em formato A4. Este 
formato é adequado para o tabuleiro da impressora e como tal, estas amostras não sofreram 
nenhuma alteração antes de serem utilizadas. O papel de filtro de café (Silvex, Benavente, Portugal) 
por não possuir um formato adequado para impressão, foi fixado a uma folha de formato A5 com 
fita-cola e só depois colocado no tabuleiro de impressão.  
3.2 Método de produção: impressão a cera 
 O fabrico de plataformas de microfluídica em substratos celulósicos pelo método de 
impressão a cera engloba três passos principais: 
 Desenhar o padrão desejado; 
 Depositar a cera na superfície do substrato; 
 Difundir da cera por toda a espessura do papel. 
 As microplacas e restantes dispositivos necessários ao longo do trabalho, foram desenhados 
no software Adobe Illustrator (Adobe Systems Incorporated, California, USA) 
 Neste trabalho foi usada uma impressora Xerox ColorQube 8570 (Xerox Corporation, 
Norwalk, CT, USA) para depositar camadas de material hidrofóbico sobre o substrato. Neste 
equipamento o reservatório de tinta é um bloco sólido de cera que funde a baixas temperaturas. 
Usando esta impressora, foi possível criar padrões complexos, bem como reproduzi-los e alterá-los 
com facilidade. As definições da impressora foram ajustadas de modo a ser depositada a máxima 
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quantidade de cera possível. As definições utilizadas podem ser observadas no Anexo 1 - Definições 
da impressora 
 Para difundir a cera e criar as barreiras hidrofóbicas foi usada uma placa de aquecimento 
(Heidolph MR Hei-Tec, Schwabach, Germany), uma vez que proporciona uma superfície lisa a uma 
temperatura constante, permitindo um aquecimento uniforme dos dispositivos. O processo de 
fabrico de dispositivos de microfluídica em papel, nomeadamente uma microplaca de 24 poços, 
encontra-se representado na Figura 3.1. 
 
Figura 3.1 A) Fluxograma do processo de impressão a cera; B) desenho da microplaca; digitalização da microplaca de 
papel após: C) impressão e D) difusão. 
3.2.1 Modelos de difusão da cera em papel de cromatografia 
Whatman Nº1 
 O baixo ponto de fusão da cera permite a criação de barreiras hidrofóbicas, no entanto a 
difusão lateral da cera altera as dimensões finais dos dispositivos. Deste modo processo de difusão 
foi estudado para fornecer modelos que permitam prever o seu comportamento e, 
consequentemente as dimensões finais dos dispositivos. 
 Na Tabela 3.1 estão enunciadas as temperaturas e tempos de aquecimento usados para 
estudar o processo de difusão. Para abreviar as condições do processo de aquecimento a que cada 
conjunto de linhas ou poços foi submetido, foi-lhes atribuído um número de 1 a 8 que indica o tempo 
e temperatura do processo de aquecimento (Tabela 3.1). 
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Tabela 3.1 - Temperaturas e tempos de aquecimento de cada série 
Nº da Série 
Temperatura (ᵒC) Tempo (segundos) 
1 80 60 
2 80 120 
3 100 60 
4 100 120 
5 120 60 
6 120 120 
7 140 60 
8 140 120 
 
3.2.1.1 Barreiras em formato linha 
 Desenhou-se um conjunto de linhas de largura nominal (Ln) entre 100 e 700 µm, em 
incrementos de 100 µm. Imprimiram-se oito repetições do conjunto de linhas e cada um foi 
submetido a uma combinação de temperatura / tempo de aquecimento diferente, de acordo com a 
Tabela 3.1. As linhas foram fotografadas no microscópio ótico Olympus BX51 (Olympus Corporation, 
Tokyo, Japão) após impressão, passaram pela fase de aquecimento e foram fotografadas de novo no 
mesmo equipamento. O software do equipamento permite imprimir uma barra de escala digital nas 
imagens que foi posteriormente usada para efetuar as medições. 
 Todas as medidas efetuadas nas imagens digitais foram feitas no programa Image J (National 
Institutes of Health, USA). O software conta o número de pixéis numa determinada linha ou área 
indicada pelo utilizador e converte automaticamente as medições de acordo com a escala imprimida 
no microscópio ótico. Para cada largura nominal foram medidos os seguintes parâmetros (n = 5): 
 Linicial : Largura de uma linha impressa; 
 Lbarreira: Largura de uma barreira, ou seja, uma linha impressa e aquecida; 
A largura de cada linha é a média de vinte medidas diferentes efetuadas ao longo de todo o seu 
comprimento (da parte da linha capturada na fotografia). 
 Na Figura 3.2 estão representados os parâmetros definidos: 
 
Figura 3.2 - Representação esquemática de uma secção de corte de: A) linha impressa; B) barreira hidrofóbica. 
 O parâmetro d (n = 5) foi calculado a partir dos dados experimentais de acordo com a 
expressão: 
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.............. equação 3.1 
3.2.1.2 Barreiras circulares (poços) 
 Um método semelhante ao aplicado no estudo anterior foi utilizado para quantificar a 
difusão em poços circulares, rodeados de cera. Imprimiram-se poços com diâmetros nominais (Pn) 
entre 2 e 20 mm, em incrementos de 2 mm. A gama de diâmetros usada foi ponderada de modo a 
incluir os diâmetros de poço das microplacas convencionais de 24, 96 e 385 poços. A escolha destas 
dimensões impossibilitou o uso do microscópio ótico para registar as imagens, uma vez que mesmo o 
poço mais pequeno excede as dimensões do campo de visão máximo permitido pelo equipamento. 
 Imprimiram-se oito séries de poços, que foram submetidos às mesmas condições de 
aquecimento das séries de linhas (Tabela 3.1). As séries de poços foram digitalizadas antes e após o 
processo de aquecimento. Todos os registos foram feitos num scanner HP Deskjet 4580 (Hewlet 
Packard, Pablo Alto, California, USA), juntamente com uma barra de escala para calibração do 
software. As medidas foram feitas no programa Image J, e foram medidos os seguintes parâmetros 
(n = 8): 
 Pinicial : Diâmetro de um poço impresso; 
 Pbarreira: Diâmetro de uma barreira, ou seja, um poço impresso e aquecido; 
 Para aumentar o rigor das medidas, o valor do diâmetro de um determinado poço é a média 
aritmética de quatro medições diferentes. 
 Os parâmetros definidos para este estudo estão representados na Figura 3.3. 
 
Figura 3.3- Representação esquemática de uma secção de corte de: A) poço impresso; B) barreira hidrofóbica   
 De forma similar ao que foi descrito anteriormente o valor da difusão lateral d (n = 8) foi 
calculado experimentalmente através da expressão: 
       
                  
 
.............. equação 3.2 
3.2.2 Resolução funcional do método  
 Depois de quantificar o processo de difusão, foi necessário avaliar a resolução funcional do 
método, ou seja, as dimensões nominais mínimas necessárias para originar barreiras hidrofóbicas e 
zonas hidrófilas funcionais. Para conseguir determinar a eficácia das barreiras criadas usou-se uma 
solução aquosa de Amaranto (Amaranth Red, Sigma-Aldrich,St Louis, MO, USA) com uma 
concentração de 2,5 mM. 
3.2.2.1 Barreiras hidrofóbicas 
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 Define-se uma barreira hidrofóbica funcional, como uma barreira que delimita o fluxo de 
soluções no papel por capilaridade, retendo-as até estas secarem completamente.  
 Determinou-se experimentalmente a linha de menor largura nominal capaz de formar uma 
barreira hidrofóbica funcional para cada combinação temperatura/tempo. Desenharam-se barreiras 
retangulares compostas por duas linhas horizontais e duas linhas verticais (n = 10). Usaram-se linhas 
de largura entre 100 e 700 µm, em incrementos de 100 µm (Figura 3.4 A). Foram impressas oito 
séries idênticas à apresentada na figura sendo cada uma submetida a condições de aquecimento 
diferentes (Tabela 3.1). Para o segundo formato de barreira foram desenhados conjuntos de poços 
com diâmetro de 6 mm, dispostos de acordo com a Figura 3.4 B. Esta disposição visa simular a 
organização de poços numa microplaca de 96 poços. Cada zona de análise consiste num quadrado de 
3x3 poços. No poço central são depositados 10 µL da solução aquosa de corante. Se o corante fluir 
para qualquer um dos poços vizinhos, considera-se que o poço não é funcional. Foram impressas oito 
séries diferentes do desenho e foram usadas as condições de aquecimento da Tabela 3.1. 
 
A) B) 
Figura 3.4 - Desenho dos esquemas usados para determinar a resolução de: A) barreiras em formato linha e B) poços. 
3.2.2.2 Zonas hidrófilas 
 Definiu-se o menor canal hidrófilo funcional (zona entre duas barreiras hidrofóbicas 
funcionais), aquele com pelo menos 10 mm de comprimento permita a passagem da solução ao 
longo de todo o seu comprimento. O menor poço hidrófilo funcional tem que permitir a passagem da 
solução da frente para o verso da folha, ou seja, deve conservar zonas hidrófilas em toda a espessura 
do papel.  
 Para determinar a largura do menor canal hidrófilo funcional, fabricou-se um conjunto de 
canais (n = 20) com dimensões nominais entre 300 e 1500 µm, em incrementos de 100 µm. Foram 
usadas linhas de 400 µm que foram difundidas a 140 ᵒC durante 1 minuto, para criar as barreiras a 
delimitar os canais. Para determinar a dimensão do menor poço circular funcional, imprimiram-se 
poços com dimensões entre 0,5 e 1,5 mm, em incrementos de 0,5 mm (n = 20). Na Figura 3.5 podem 
observar-se os padrões produzidos para este estudo. 
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A) 
 
B) 
 
Figura 3.5 - Desenho dos padrões usados para determinar: A) o menor canal; B) o menor poço hidrófilo funcional. 
3.3 Formatos desenvolvidos 
 As microplacas de papel foram desenhadas de modo a replicar as dimensões das placas 
plásticas tridimensionais de 24, 96 e 384 poços. A escolha destes formatos potencia o uso das 
microplacas de papel em sistemas automatizados de leitura e de deposição de reagentes já 
existentes. 
 As medidas de microplacas convencionais foram tiradas de "Microplate Dimensions Guide: 
Compendium of Greiner Bio-One Microplates" [56] (Figura 3.6). 
 
Figura 3.6 - Desenho técnico de uma microplaca de 96 poços [56] 
 Foram criados formatos de 24, 96 e 384 poços. As expressões obtidas no estudo da difusão 
da cera foram utilizadas para calcular as dimensões nominais de cada dispositivo de acordo com as 
medidas finais desejadas. De acordo com o estudo de difusão da cera, as microplacas foram 
desenhadas colocando a grelha de poços em cima de um fundo preto, alternativamente delimitou-se 
cada poço com uma barreira de largura nominal igual a 400 µm. O primeiro método permite 
aumentar a capacidade de retenção de cada poço e a operabilidade das microplacas, enquanto o 
método alternativo permite reduzir a quantidade de cera utilizada por cada microplaca. 
 De acordo com o formato foi desenhado o padrão correspondente em Adobe Illustrator 
(Figura 3.7). 
 
24 poços  96 poços 384 poços 
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Figura 3.7 - Formatos de microplacas papel com dimensões estandardizadas. 
 Os padrões desenhados em computador foram impressos e difundidos no papel de acordo 
com o procedimento esquematizado na Figura 3.8. Nos dispositivos em que não é necessário aceder 
aos poços pelo verso da microplaca foi impressa uma camada de encapsulamento, de modo a 
facilitar o seu manuseamento. 
 
Figura 3.8 - Representação do processo de fabrico das microplacas. 
3.4  Sistema de Leitura de Resultados 
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 De modo a demonstrar o potencial das microplacas de papel como alternativa à microplacas 
convencionais, foi usado um sistema de deteção validado e presente na maioria de laboratórios de 
análise e clínicas. Os leitores de microplacas são espetrofotómetros automatizados, regularmente 
usados para medição de resultados de ensaios feitos em microplacas convencionais [10].  
 Como alternativa de baixo custo a este sistema de deteção demonstra-se que scanners 
comerciais e câmaras fotográficas podem ser usados como detetores de refletância para medir e 
quantificar diferenças colorimétricas nos ensaios realizados em microplacas de papel.  
3.4.1 Preparação das soluções  
 Na Tabela 3.2 estão listadas as quantidades de corante por cada coluna e a concentração das 
soluções em microplaca de plástico e papel.   
Tabela 3.2 -Quantidades de corante e concentração das soluções depositadas em microplaca de 
papel e plástico. 
Coluna 
Número de 
moles por zona 
(mole) 
Concentração (mole/L) 
Plástico (100 µL) Papel (10 µL) 
1 2,5 x 10-8 2,5 x 10-4 2,5 x 10-3 
2 1,25 x 10-8 1,25 x 10-4 1,25 x 10-3 
3 6,25 x 10-9 6,25 x 10-5 6,25 x 10-4 
4 3,13 x 10-9 3,13 x 10-5 3,13 x 10-4 
5 1,56 x 10-9 1,56 x 10-5 1,56 x 10-4 
6 7,81 x 10-10 7,81 x 10-6 7,81 x 10-5 
7 3,91 x 10-10 3,91 x 10-6 3,91 x 10-5 
8 1,95 x 10-10 1,95 x 10-7 1,95 x 10-6 
9 9,77 x 10-11 9,77 x 10-8 9,77 x 10-7 
10 4,88 x 10-11 4,88 x 10-8 4,88 x 10-7 
11 2,44 x 10-11 2,44 x 10-8 2,44 x 10-7 
12 0 0 0 
 
 O objetivo deste trabalho inicial é determinar a sensibilidade das microplacas de papel para 
medir e quantificar analitos usando leitores de microplacas e scanners. A plataforma foi testada 
usando dois corantes biológicos, Amaranto (Amaranth Red) e Azul Comassie (Comassie Brilliant Blue 
G, Sigma-Aldrich,St Louis, MO, USA). Ambos os corantes foram adquiridos em pó, dos quais se 
fizeram soluções aquosas com concentração igual a 0,25 mM. De seguida foram depositados 200 µL 
de solução de cada corante na primeira coluna (quatro poços para cada corante) de uma microplaca 
de plástico com 96 poços (Nuclon®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Na coluna seguinte 
foram adicionados 100 µL de água destilada e 100 µL da solução do poço anterior. Este 
procedimento foi repetido ao longo de onze colunas da microplaca. Na última coluna foram 
depositados apenas 100 µL de água destilada (branco). As soluções e diluições utilizadas na 
microplaca de papel foram preparadas consoante o procedimento descrito usando soluções iniciais 
de ambos os corantes a 2,5 mM. Foram depositados 10 µL de solução em cada poço com coordenada 
correspondente de uma microplaca de papel com 96 poços.   
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3.4.2 Espetrofotometria de absorvância (leitor de microplacas) 
 As medições de absorvância foram efetuadas num leitor de microplacas Tecan Infinite M200 
(Tecan Group Lda., Männedorf, Suiça). Foram efetuadas medições em microplaca de plástico, na qual 
os corantes se encontravam em solução e em microplaca de papel. Na microplaca de papel os 
corantes encontravam-se em fase sólida, adsorvidos nas fibras de celulose, devido a um processo de 
secagem à temperatura ambiente durante 30 minutos. Para garantir que os poços da microplaca de 
papel ficam corretamente posicionados dentro do leitor recorreu-se a um suporte plástico 
geralmente usado para suporte de poços individuais (Figura 3.9). As microplacas de papel foram 
fixadas ao suporte com fita aderente de dupla face e colocadas diretamente no leitor. 
 As medições de absorvância foram efetuadas numa gama de comprimentos de onda entre 
400 e 800 nm, em intervalos de 1 nm.  
 Para análise dos resultados, os dados foram normalizados subtraindo o espetro do poço 
branco (no qual foi depositado apena água destilada). De seguida foi calculada a área subjacente a 
cada espetro, e usou-se esse valor como a medida da absorvância de um determinado poço.(Anexo 
3) 
 
Figura 3.9 - Suporte usado para medições de absorvância nas microplacas de papel. 
3.4.3 Medições de refletância (esfera integradora e imagens 
digitais) 
 Para obter os espetros de refletância dos corantes quando absorvidos pelas fibras do papel, 
foi usado um espetrofotómetro com esfera integradora (Shimadzu UV 3101pc e ISR-260 Integrating 
Sphere Attachment, Shimadzu Corporation, Japan). Em dois poços de papel com 10 mm de diâmetro 
foram depositados 20 µL das soluções de ambos os corantes a 2,5 mM. Os poços secaram à 
temperatura ambiente durante 30 minutos e colocadas diretamente no espetrofotómetro.  
 As microplacas de papel analisadas no leitor de microplacas foram previamente digitalizadas 
no scanner (digitalização a cores, 300 dpi) e fotografadas com a câmara fotográfica Nikon 1 J1 de 10 
mega pixéis (3872 x 2592) (Nikon Corporation, Japan)  
 Para análise dos resultados as imagens foram introduzidas no programa Image J. Com a 
ferramenta de seleção foi desenhado um círculo de modo a conter toda a área de um poço e foi 
registada a média dos valores RGB dos pixéis contidos na área selecionada. Os valores obtidos para 
cada poço foram invertidos, subtraindo cada valor ao máximo da escala, e normalizados a zero, 
subtraindo o valor médios dos poços brancos. 
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3.5  Dispositivos de diagnóstico 
3.5.1 Procedimento ELISA para diagnóstico de leishmaniose 
canina 
 Nas microplacas de papel com 96 poços produzidas anteriormente, foi implementado um 
ensaio ELISA para deteção de anticorpos anti-Leishmania.  
3.5.1.1 Preparação de reagentes 
 O antigénio usado é um extrato de promastigotas de uma estirpe de referência de 
Leishmania infantum, cuja cultura é mantida no INIAV IP (Instituto Nacional de Investigação Agrária e 
Veterinária). Os parasitas são recolhidos da cultura (20 ml) por centrifugação (1000 g durante 20 
minutos) e lavados três vezes com PBS (pH 7,2). O produto resultante é ressuspendido em água (1.5 
ml), sonicado e centrifugado durante 30 minutos a 10000 g. O sobrenadante é recolhido e a sua 
concentração é determinada por espetrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo Scientific). A 
concentração de antigénio é ajustada por diluição para 1 µg/µL. O antigénio e as soluções enunciadas 
a seguir foram fornecidos pelo INIAV IP e utilizadas diretamente no procedimento: 
 PBS 1x; 
 Solução de Bloqueio (0,05% (v/v) Tween-20, 1% (p/v) BSA em PBS); 
 Tampão de incubação (0,05% (v/v) Tween-20 em PBS); 
 Diluição para substrato da fosfatase alcalina (0,1 M Tris-HCl (pH 9,5), 0,1 M NaCl, 
0,05 M MgCl2); 
 Soro positivo (com anticorpos anti-Leishmania) e negativo (sem anticorpos anti-
Leishmania. 
3.5.1.2 Realização dos ensaios 
 Para execução do teste, em microplaca de papel com 96 poços, adicionaram-se 5 µL da 
solução de antigénio a cada zona de teste, seguindo-se um período de secagem de 30 minutos à 
temperatura ambiente. Adicionaram-se 5 µL da solução de bloqueio a cada zona e seguiram-se mais 
30 minutos de secagem. A cada zona de teste adicionaram-se 5 µL de amostra de soro (diluição 1:10 
(v/v) em PBS), que incubou durante 15 minutos. As zonas de teste foram lavadas duas vezes pela 
adição de 10 µL de PBS, depositando o PBS diretamente no poço e removendo o excesso por meio de 
papel absorvente pelo verso da microplaca. Seguidamente adicionaram-se 5 µL do anticorpo 
secundário conjugado com fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) em tampão de 
incubação (diluição 1:1000 (v/v)). Após 10 minutos de incubação procedeu-se a uma nova lavagem 
com PBS (2x10 µL) e foram adicionados a cada poço 5 µL da solução de substrato da fosfatase 
alcalina (Sigma-Aldrich,St Louis, MO, USA) diluída na solução indicada acima. Seguiu-se um período 
de incubação de 20 minutos à temperatura ambiente e posterior registo e análise. 
3.5.1.3 Aquisição e análise de dados 
 As placas onde foram realizados ensaios foram digitalizadas no scanner a 300 dpi. As imagens 
digitais foram introduzidas no programa Image J. Com a ferramenta de seleção foi desenhado um 
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círculo de modo a conter toda a área de um poço e foi registada a média dos valores RGB dos pixéis 
contidos na área selecionada.  
3.5.2 Plataforma de papel para deteção de tuberculose com nano 
partículas de ouro [37] 
3.5.2.1 Preparação da plataforma 
 Esta aplicação foi desenvolvida em microplacas de papel no formato de 384 poços 
desenvolvido anteriormente. Cada poço foi impregnado com 1 µL de solução de Cloreto de Magnésio 
(MgCl2) a 0,12 M, e deixado a secar à temperatura ambiente durante 10 minutos. As microplacas 
foram armazenadas a 25 ᵒC, embrulhadas em papel de alumínio até serem utilizadas. 
 
 
3.5.2.2 Preparação da amostra de DNA 
 Um processo de PCR (Polymerase Chain Reaction) específico foi usado para amplificar um 
fragmento com 395 pares de bases da subunidade beta da polimerase de RNA de M. tuberculosis 
(rpoB-GenBank accession no. L27989), gene apropriado para deteção de membros de MTBC por 
meio de nanopartículas de ouro [57], [58]. A amplificação PCR foi feita num volume final de 50 µL, 
contendo 50 mM de KCl, 10 mM de Tris-HCl (pH 8.3), 2.2 mM de MgCl2, 200 mM de cada dNTP, e 1 U 
de Taq DNA polimerase (Amersham Biosciences, GE Healthcare, Europe, GmbH), 10 pmol de cada 
primer (P1 5'-GAG AAT TCG GTC GGC GAG CTG ATC C-3'; P2 5'-CGA AGC TTG ACC CGC GCG TAC ACC-
3') envolvendo 35 ciclos de 45 segundos de desnaturação a 94 ᵒC, 45 segundos de annealing a 58 ᵒC, 
seguidos de 45 segundos de extensão a 72 ᵒC. A amplificação foi observada por eletroforese em gel 
de Agarose (1%), e confirmada por sequenciação direta usando a tecnologia Big Dye v3.1 (STABVIDA, 
Almada, Portugal). As amostras de DNA isoladas de M. tuberculosis foram usadas como amostras 
positivas (complementar de MTBC). As amostras negativas (não-complementar de MTBC) foram 
isoladas de culturas de Mycobacterium kansasii, cuja sequência difere em apenas um nucleótido da 
sequência alvo de M.tuberculosis rpoB. 
3.5.2.3 Síntese e caraterização das nanossondas 
 Nano partículas de ouro com tamanho médio de 14 nm foram sintetizadas pelo método de 
redução de citrato, descrito por Lee e Meisel [59]. Aqueceram-se 250 mL de HAuCl4 a 1 mM, 
mexendo a solução ao longo do aquecimento. Adicionaram-se 25 mL de citrato de sódio a 28,8 mM, 
misturou-se durante 15 minutos e deixou-se a solução arrefecer à temperatura ambiente. As 
nanossondas foram preparadas incubando os oligonucleótidos modificados com tiol com as AuNPs 
durante 16 horas. A solução foi lavada com tampão fosfato (10 mM, pH = 8), e a concentração de sal 
foi aumentada de modo a reduzir ligações inespecíficas entre os oligonucleotidos modificados e as 
AuNPs. A solução foi centrifugada e ressupendeu-se o sobrenadante em tampão fosfato 10 mM (pH 
8)), 0,1 M NaCl. O produto final foi armazenado a 4ᵒC num local escuro até ser utilizado. A 
especificidade das sondas foi testada em silício usando as ferramentas BLAST do GenBank. 
Posteriormente a sonda MTBC 5´-thiol-GAT CGC CTC CAC GTC C-3' (STABVIDA, Portugal), foi usada 
para funcionalizar as AuNPs [57], [60] . 
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3.5.2.4 Ensaio colorimétrico com nanossondas de ouro 
 Os produtos do PCR foram precipitados em etanol, ressuspendidos em água destilada e 
usados no ensaio colorimétrico. Cada ensaio colorimétrico foi realizado num volume de 30 µL, com 
uma concentração de nanossondas 2,5 mM em tampão fosfato a 10 mM (pH = 8), 0,1 M de NaCl, e 
DNA alvo com a concentração final de 30 µg mL-1. O ensaio envolve a comparação visual de uma 
amostra de tampão fosfato a 10 mM (pH =8) sem DNA, que consiste no valor de referência ou 
"branco", com as restantes amostras. Depois de 10 minutos a 95 ᵒC para desnaturação do DNA alvo, 
as misturas repousaram durante 30 minutos à temperatura ambiente e foi adicionado cloreto de 
magnésio (MgCl2) a 0,02 M. Depois de 30 minutos à temperatura ambiente para desenvolvimento da 
cor, as misturas e o branco foram analisados por espetroscopia visível/UV num leitor de microplacas 
(Tecan Infinite M200). 
 Na plataforma Gold on paper usou-se um volume total de 5 µL com 2,5 nM de nanossondas 
de ouro em 10 mM de tampão fosfato (pH = 8), 0,1 M de NaCl e DNA alvo com concentração final de 
30 µg mL-1. Depois de 10 minutos de desnaturação a 95 ᵒC, as misturas repousaram 10 minutos à 
temperatura ambiente e depositadas na microplaca de papel. Depois de 45 minutos para 
desenvolvimento da cor a microplaca foi fotografada com um telemóvel. 
3.5.2.5 Aquisição e análise de dados 
 As variações de cor foram registadas por um smarthphone HTC Desire Android com uma 
câmara fotográfica de 5 megapixéis (2592 x 1944 pixéis) com autofoco. Todas as fotos foram tiradas 
com luz branca artificial sem flash. Os dados foram normalizados para as condições luminosas, 
usando os pontos de teste brancos contendo 10 mM de tampão fosfato (pH = 8). Os dados 
digitalizados foram analisados sem qualquer manipulação por uma aplicação de análise RGB 
(ColorPikr, WiseClue) e transmitidos por rede 3G para um computador para processamento com 
Image J. Cada ensaio foi repetido pelo menos três vezes em quatro microplacas diferentes. 
 Através de uma análise de variância ANOVA, com teste Tukey de comparação de médias, 
usando Prism 5 GraphPad (San Diego, CA), validaram-se os resultados. A análise one-way de variância 
foi usada para testar diferenças entre dois grupos de dados (Branco, amostra com MTBC, amostra 
sem MTBC e amostra não relacionada).  
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Capítulo 4  
4. Apresentação e discussão de resultados 
 Neste capítulo são apresentados os resultados obtidos, considerações e conclusões das 
experiências efetuadas ao longo do trabalho. Em primeiro lugar são apresentados os dados da 
caraterização dos substratos e do material de impressão e resultantes conclusões. De seguida é 
apresentada a otimização do processo de fabrico das microplacas, a resolução funcional deste 
método e os dispositivos desenvolvidos. Para leitura de resultados de ensaios realizados em 
microplaca de papel demonstra-se que estes dispositivos são compatíveis com leitores de 
microplacas e é feito um estudo inicial na perspetiva de desenvolver um sistema alternativo de baixo 
custo. Finalmente apresentam-se os resultados obtidos nas provas de conceito de aplicação desta 
tecnologia a diagnóstico clínico. 
 
 
 
 
4.1 Caraterização dos papéis e cera de impressão 
 O papel tem um longo registo de uso em laboratórios de bioquímica como suporte para 
filtração e cromatografia, sendo materiais maioritariamente celulósicos. Por outro lado papéis 
usados para embrulho, escrita, embalagens (cartão), limpeza (lenços) e outros, são materiais 
complexos, com uma elevada variedade de porosidades, tratamentos superficiais e aditivos 
adicionados durante a sua produção. Na perspetiva do trabalho, que usa o papel como suporte para 
reações de reconhecimento de agentes patogénicos, as propriedades deste material (química 
superficial, porosidade, propriedades óticas, etc.) são de extrema importância. A química superficial 
influencia a imobilização de biomoléculas, interações não específicas e expressão colorimétrica em 
ensaios com revelação enzimática. A porosidade, juntamente com a química de superfície influência 
o ângulo de contacto e as propriedades óticas podem influenciar a revelação de resultados 
colorimétricos [16]. 
 O papel de cromatografia Whatman nº 1 apresenta um considerável número de registos em 
aplicações de microfluídica em papel [10], [61–63]. No entanto, devido ao seu custo elevado face a 
outros tipos de papel, foram consideradas outras alternativas mais económicas. Deste modo foram 
analisados e caraterizados quatro tipos diferentes de papel (Figura 4.1): 
 Papel de Cromatografia Whatman nº1, Whatman™ Papers (papel W) 
 Papel de filtro de Café, Silvex (papel C) 
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 Papel de Impressão Branco, Cópia 2000® (papel B) 
 Papel de Impressão Reciclado, Cópia 2000® (papel R) 
 Na Tabela 4.1 encontram-se algumas propriedades dos papéis testados. 
Tabela 4.1 - Propriedades macroscópicas dos papéis testados (adaptado de [64]) 
Papel 
Gramagem 
(g/  ) 
Espessura 
(µm) 
Densidade 
(kg/  ) 
Porosidade 
(%) 
Custo 
(€/  ) 
W 88 180 489 68,2 5,99 
C 51 125 408 77,5 1,30 
B 80 104 769 --- 0,13 
R 80 104 769 --- 0,13 
 
 A gramagem (massa de papel seco por metro quadrado) e a espessura são duas propriedades 
macroscópicas regularmente usadas para caraterizar este tipo de material. Dividindo a gramagem do 
papel pela espessura obtemos a sua densidade. A porosidade do papel também está relacionada com 
estas propriedades pois resulta de espaços entre as fibras, lúmens de fibras não colapsados e 
porosidade intrínseca das fibras. Deste modo quando maior a densidade de um determinado papel 
menos espaços existem entre as suas fibras e menor é a sua porosidade. Por outro lado a densidade 
e espessura do papel afetam as suas propriedades óticas como opacidade e brilho, que se revelam 
cruciais na revelação de ensaios colorimétricos realizados em papel.  
 A cera de impressão é um material sólido à temperatura ambiente, que é fornecido em 
blocos moldados especificamente para o reservatório da impressora. Este material é constituído à 
base de cera de parafina e resinas de poliamida e terpeno [65]. A impressora usa quatro blocos de 
cera de cor diferente, de acordo com o sistema de cores CYMB (Cyan, Yellow, Magenta, Black). O 
bloco sólido pode ser usado como um lápis de cera, como se pode observar na Figura 4.1. 
 
A)
 
B)
 
Figura 4.1 - A) Papéis testados; B) blocos de cera sólida Xerox. 
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4.1.1 Microscopia eletrónica de varrimento e espetroscopia 
dispersiva de raios-X 
4.1.1.1 Substratos 
 A microscopia eletrónica de varrimento permite observar detalhadamente a morfologia 
superficial das amostras em estudo, neste caso papel. O papel, como foi definido no início do 
trabalho, é um material feito de uma rede de fibras de celulose, depositadas a partir de uma 
suspensão aquosa. As fibras de celulose têm forma de tubos cilíndricos com diâmetro médio de 20 
µm e, devido ao processo de fabrico encontram-se orientadas maioritariamente no eixo horizontal. A 
deposição de fibras de celulose cria uma rede com algumas dezenas de fibras de espessura com 
fibras e espaços vazios superficiais e interiores. 
 Na Figura 4.2 são apresentadas duas imagens SEM de uma amostra de papel W, com 
ampliações de 100 e 1000x.  
 
A)
 
B)
 
Figura 4.2 - Imagem de SEM de uma amostra de papel W ampliada: A) 100x e B) 1000x. 
 A imagem de ampliação 100x permite observar a rede de fibras dispostas no plano horizontal 
que constitui a folha de papel. Esta imagem revela também a presença de poros superficiais, o que se 
traduz num baixo ângulo de contacto e elevada capacidade de absorção. Entre as fibras maiores 
estão presentes alguns aglomerados de fibras mais pequenas, como se pode verificar pela imagem 
de ampliação 1000x. Esta morfologia apenas foi observada na amostra de papel W, indicando que é 
característica de fibras de celulose originárias de algodão. 
 A análise por espetroscopia dispersiva de raios-X (EDS) permite identificar os elementos 
químicos presentes na amostra. Utilizando o feixe de eletrões para excitar a amostra, é emitida 
radiação eletromagnética que é específica para cada elemento químico. Na Figura 4.3 está 
representado o espetro cumulativo da análise EDS efetuada ao papel W. 
 Analisando o espetro, verifica-se que os dois picos de maior intensidade ocorrem para as 
energias de 0,26 e 0,52 keV e correspondem aos elementos carbono e oxigénio, respetivamente. Os 
restantes picos identificados, ouro e paládio, ocorrem para as energias 2,14 e 2,84 keV 
respetivamente. Estes dois elementos são comuns a todas as amostras analisadas, uma vez que 
correspondem à camada de revestimento com a liga de ouro-paládio, com espessura de 10 nm. De 
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referir que o primeiro pico do espetro (para E = 0 keV) é característico do equipamento e também é 
comum a todas as amostras, não representando a presença de nenhum elemento.  
 
Figura 4.3 - Espetro EDS da amostra de papel W 
 Além do espetro cumulativo, a análise EDS fornece um mapa de distribuição dos diferentes 
elementos na amostra. Os mapas são obtidos através de milhares de varrimentos do feixe de 
eletrões na área limitada pela imagem apresentada. Quando os detetores sinalizam a presença de 
um determinado elemento, o software do equipamento acrescenta um pixel branco na zona 
correspondente da área delimitada pela imagem. Posteriormente foi adicionada coloração artificial a 
alguns mapas, de modo a facilitar a sua leitura. A Figura 4.4 apresenta os mapas de distribuição dos 
elementos químicos encontrados no papel W. 
 
Figura 4.4 - Mapas de distribuição dos elementos detetados no papel W 
 Analisando os mapas obtidos verifica-se que a distribuição dos elementos carbono e oxigénio 
define a forma das fibras da imagem. Tendo em conta a fórmula química da molécula de celulose 
(C6H10O5) a distribuição destes dois elementos está de acordo com o esperado, uma vez que são os 
seus principais constituintes.  
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 A presença de quantidades residuais de sódio é esperada em papéis brancos, uma vez que o 
composto clorato de sódio (NaClO3) é um dos agentes de branqueamento mais utilizados em pastas 
de papel [66].No entanto, em relação à quantidade de carbono e oxigénio o sódio está presente em 
quantidades residuais, uma vez que no espetro cumulativo não é sequer percetível um pico 
correspondente a este elemento. Por outro lado, uma vez que o papel W é um substrato otimizado 
para cromatografia, a sua produção pode recorrer a compostos que melhorem as suas capacidades 
óticas.  
 Na Figura 4.5 podem observar-se imagens de SEM com ampliação idêntica às apresentadas 
anteriormente desta vez correspondentes a uma amostra de papel C. 
 
A) 
 
B)
 
Figura 4.5 - Imagem de SEM de uma amostra de Papel C ampliada: A) 100x B) e 1000x. 
 Este substrato apresenta uma morfologia superficial semelhante àquela que foi registada 
para o papel Whatman. Na imagem de ampliação 100x, como anteriormente pode observar-se a 
rede de fibras entrelaçadas que formam a folha, no entanto, nesta amostra as fibras superficiais 
aparentam ser mais achatadas. Verifica-se ainda que a densidade de fibras neste papel aparenta ser 
menor que a da amostra anterior. De referir ainda que neste papel não se identificam os 
aglomerados de fibras menores característicos do papel W, como se pode verificar na imagem de 
ampliação 1000x.  
 À semelhança do que foi apresentado anteriormente, na Figura 4.6 encontra-se o espetro 
EDS do papel C. 
 
Figura 4.6 - Espetro EDS da amostra de papel C 
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 O espetro obtido para esta amostra é semelhante ao espetro do papel W, apresentando os 
mesmos quatro picos característicos. Ocorrem para as energias de 0,25 keV, 0,52 keV, 2,14 keV, 2,84 
keV e são relativos aos elementos carbono, oxigénio, ouro e paládio respetivamente.  
 Na Figura 4.7 encontram-se os mapas de distribuição dos elementos encontrados no papel 
de filtro de café. 
 
Figura 4.7 - Mapas de distribuição dos elementos detetados no papel C. 
 Igualmente ao que se verificou nos mapas EDS do papel W, os elementos carbono e oxigénio 
definem a forma das fibras presentes na zona de análise. Neste papel foi ainda detetado o elemento 
sódio em quantidade residual, como se pode verificar pelo seu mapa de distribuição (verde).   
 Na Figura 4.8 estão representadas duas imagens SEM relativas à amostra de papel B.  
 
A)
 
B)
 
Figura 4.8 - Imagem de SEM de uma amostra de Papel B ampliada: A) 100x e B) 1000x  
 Na imagem ampliada 100x distinguem-se as fibras de celulose entrelaçadas, à semelhança 
dos papéis W e C. Estas apresentam uma forma cilíndrica achatada similar à forma de fibra 
encontrada no papel C, no entanto este substrato aparenta maior densidade de fibras. Além das 
características morfológicas análogas às amostras anteriores, identificam-se aglomerados de outros 
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materiais a cobrir as fibras e nos espaços entre elas. A elevada densidade de fibras e o revestimento 
originam um papel com menos poros (zonas pretas) e com uma superfície mais uniforme, uma vez 
que este substrato é destinado a impressão e escrita. 
 Na Figura 4.9 pode observar-se o espetro EDS da amostra de papel B.  
 
Figura 4.9 - Espetro EDS da amostra de papel B. 
 No espetro resultante podem observar-se os mesmos picos que estão presentes nas 
amostras W e C, correspondentes a carbono (E = 0,26 keV), oxigénio (E = 0,52 keV), ouro (E = 2,14 
keV) e paládio (E = 2,84 keV). Nesta amostra de papel foram ainda detetados outros elementos em 
quantidades não residuais, nomeadamente cálcio (E = 3,7 e 4,0 keV), sódio (E = 1,04 keV) e cloro (E = 
2,84 keV). A morfologia superficial deste substrato sugeria a presença de outros materiais, o que se 
confirma com a análise EDS. Na Figura 4.10 encontram-se os mapas de distribuição dos elementos 
encontrados na amostra de papel B. 
 Os mapas de distribuição do papel B revelam, de forma similar às análises anteriores, que os 
elementos carbono e oxigénio são os seus principais constituintes. Uma vez mais se pode observar a 
forma das fibras de celulose nos mapas de distribuição destes dois elementos. O elemento cálcio está 
presente numa proporção considerável em relação ao carbono e oxigénio, formando aglomerados 
densos entre as fibras. Considerando um dos principais aditivos usados na indústria do papel, o 
carbonato de cálcio, de fórmula química CaCO3 é possível justificar a distribuição deste 
elemento.Este composto é essencial na indústria de papel, nomeadamente na alteração das 
propriedades óticas, formando aglomerados porosos que conferem opacidade e brilho ao papel. Os 
aglomerados deste composto são porosos, o que melhora a capacidade de receção de tinta, pelo que 
é mais utilizado em substratos destinados a escrita e impressão [12], [13], [16]. Por outro lado, o 
carbonato de cálcio, por ser constituído por oxigénio, permite justificar o aparecimento da forma 
destes aglomerados no espetro deste elemento, o que não se verificou nas amostras anteriores.  
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Figura 4.10 - Mapas de distribuição dos elementos detetados no papel B. 
 Na Figura 4.11 podem observar-se duas imagens SEM relativas a uma amostra de papel R. 
 
A) 
 
B) 
 
Figura 4.11 - Imagem de SEM de uma amostra de Papel R ampliada 100x e 1000x  
 Em termos de morfologia superficial este papel apresenta bastantes semelhanças com o 
substrato B analisado anteriormente. É possível identificar as fibras de celulose cobertas por um 
material em forma de aglomerados densos. Esta amostra apresenta assim um baixo número de 
poros superficiais e uma superfície homogénea, o que se justifica pelo facto de este papel ser 
maioritariamente destinado a impressão e escrita.  
 O espetro de EDS da amostra de papel R está representado na Figura 4.12. No espetro obtido 
podem observar-se os picos correspondentes a carbono (E = 0,26 keV), oxigénio (E = 0,52 keV), sódio 
(E = 1,04 keV), magnésio (E = 1,26 keV), alumínio (E = 1,48 keV), silício (E = 1,74 keV), ouro (E = 2,14 
keV), paládio (E = 2,84 keV) e cálcio (E = 3,70 e 4,02 keV). A presença de silício e alumínio sugere a 
presença de caulinita (Al2O3.2SiO2.2H2O), um silicato de alumínio que é um dos principais aditivos 
usados na produção de papel. Do mesmo modo que se concluiu para o papel B, a presença de cálcio 
sugere o uso de carbonato de cálcio na produção deste papel.  
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Figura 4.12 - Espetro EDS da amostra de papel R. 
 Os mapas de distribuição dos elementos detetados nesta amostra de papel estão 
representados na Figura 4.13. 
 
Figura 4.13 - Mapas de distribuição dos elementos detetados no papel R. 
 De uma forma semelhante ao que foi descrito para as outras amostras de papel, nos mapas 
de carbono e oxigénio é possível identificar a forma das fibras de celulose que constituem a folha. 
Igualmente ao que se verificou no papel B esta amostra apresenta aglomerados de cálcio e no mapa 
de distribuição de oxigénio é possível observar os aglomerados de material não celulósico. Deste 
modo confirma-se o uso de carbonato de cálcio nesta amostra. Os elementos silício e alumínio 
apresentam mapas de distribuição semelhantes, o que permite confirmar a presença de caulinita 
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nesta amostra de papel. O elemento estrôncio, apesar de possuir um pico percetível no espetro EDS, 
apresenta um mapa de distribuição de intensidade considerável. A presença deste elemento pode 
estar relacionada com resíduos provenientes da utilização dos papéis que foram reciclados para 
produzir este substrato.  
4.1.1.2 Cera de impressão 
 Na Figura 4.14 estão representados os mapas de distribuição dos elementos detetados na 
cera de impressão. 
 
Figura 4.14 - Mapas de distribuição dos elementos detetados na cera de impressão. 
 Observando os mapas obtidos pode concluir-se que o carbono é o principal constituinte da 
cera de impressão. Na área analisada foram ainda detetados os elementos oxigénio, sódio e enxofre. 
Uma vez que a cera é feita de parafina, cuja composição química se baseia em hidrocarbonetos 
(CnHn+2), a distribuição de carbono está de acordo com o esperado. Os restantes elementos podem 
ter origem nas resinas e corantes adicionados à parafina. 
4.1.2 Ângulo de Contacto 
 O ângulo de contacto permite medir a afinidade dos substratos para materiais líquidos. Na 
perspetiva do fabrico de microplacas, os substratos devem apresentar um baixo ângulo de contacto, 
uma vez que é necessário que penetrem na rede de fibras do papel. Usando água como o líquido e as 
amostras de papel como superfície sólida conclui se os papéis em estudo são hidrofóbicos ou 
hidrófilos. A capacidade de absorver soluções aquosas é uma propriedade essencial às microplacas 
de papel, uma vez que a maioria das reações biológicas ocorre em meio aquoso. Por outro lado, a 
deposição e difusão de cera no papel deve torná-lo hidrofóbico, visto que as barreiras de cera visam 
delimitar o fluxo de soluções.  
 Na Figura 4.15 estão representadas as imagens a partir das quais se calculou os ângulos de 
contacto das amostras de papel analisadas. Pelos perfis obtidos e resultantes ângulos de contacto, 
verifica-se que os papéis W e C são hidrófilos, apresentando valores de 12ᵒ e 18,3ᵒ, respetivamente. 
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A caraterização morfológica revelou que estas duas amostras apresentam elevada porosidade, o que 
é confirmado por esta técnica. O menor ângulo de contacto obtido para o papel W pode ser 
justificado pela maior espessura desta amostra, que representa um maior "reservatório" de espaços 
entre as fibras. 
 
A) B) 
  
C) D) 
  
 
Figura 4.15 - Ângulo de contacto das amostras de: A) papel W, B) papel C, C) papel B e D) papel R.  
 Os papéis B e R revelam um comportamento hidrofóbico com ângulos de contacto de 97,7ᵒ e 
106,25ᵒ, respetivamente. A sua caraterização morfológica revelou que são mais densos que as 
amostras dos papéis W e C, pelo que se esperava uma menor afinidade para a água. Por outro lado a 
caraterização química dos papéis de impressão (B e R) revelou a presença de compostos minerais. Os 
compostos encontrados (caulinita e carbonato de cálcio) são usados na indústria papeleira para 
alterar propriedades do papel como a porosidade. 
 De acordo com os dados obtidos com esta técnica, apenas os papéis W e C possuem as 
propriedades necessárias à sua aplicação no âmbito deste trabalho. No entanto, como foi referido, é 
necessário conceder propriedades hidrofóbicas a certas zonas do papel. Tais propriedades são 
conseguidas através da aplicação de cera. Na Figura 4.16 apresenta-se a imagem de uma gota de 
água destilada depositada sobre uma superfície de papel W com cera difundida.  
 O perfil da gota obtido revela que a superfície é hidrofóbica, com um ângulo de contacto de 
126,4ᵒ. Deste modo verifica-se que a impressão e difusão de uma camada de cera conferem 
propriedades hidrofóbicas ao papel. Este comportamento permite a criação de dispositivos com 
geometrias complexas de zonas hidrofóbicas e hidrófilas para conduzir reagentes e delimitar zonas 
de reação. 
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Figura 4.16 - Ângulo de contacto de uma amostra de papel W com cera difundida. 
4.1.3 Espetroscopia de infravermelho por transformada de 
Fourier - ATR 
4.1.3.1 Substratos 
 A espetroscopia de infravermelho permite obter rápida e facilmente informação acerca da 
composição química da amostra em estudo, permitindo identificar as ligações químicas entre os seus 
elementos. Em particular o módulo ATR dispensa o tratamento prévio das amostras de papel, 
reduzindo o tempo de execução da análise e facilitando a sua caraterização. 
 Numa primeira análise observa-se que os espetros de infravermelho das quatro amostras 
analisadas apresentam semelhanças, o que se deve ao principal constituinte de todas as amostras (i. 
e. celulose). Os espetros das amostras de papel W e C apresentam apenas as bandas características 
do espetro ATR de celulose, no entanto é possível identificar bandas correspondentes a outros 
compostos nos espetros das amostras B e R.   
 Analisando as bandas comuns a todos os espetros, ou seja, as bandas características do 
espetro de celulose, identifica-se facilmente o pico de absorvância correspondente ao estiramento 
da ligação dos grupos hidroxilo (O-H) entre os números de onda 3200 e 3400 cm-1 e pico associado ao 
estiramento da ligação C-O (2900 cm-1). O pico no número de onda 1635 cm-1 está associado à 
adsorção de água nas fibras de celulose. A região dos espetros cujo número de onda é inferior a 1500 
cm-1 é denominada impressão digital, por ser a zona associada a ligações covalentes simples, na qual 
apenas pequenos grupos de átomos (por exemplo grupos funcionais) são afetados pela radiação. 
Nesta zona identificaram-se várias bandas presentes em todos os espetros, que são características do 
espetro de celulose. As bandas de absorção a 1425 e 1370 e 1280 cm-1 são características da 
deformação das ligações dos grupos metileno (CH2). De referir que no espetro do papel B apenas se 
observa uma banda no intervalo de números de onda (1350 - 1550 cm-1) e que no papel R o segundo 
pico está mascarado pelo primeiro, de maior intensidade. A banda de absorção em 1205 cm-1 está 
associada à deformação das ligações C-OH e C-CH dos monómeros de glucose. Todos os espetros 
apresentam a maior banda de absorção no intervalo 1200 - 920 cm-1, uma vez que é a zona de maior 
contribuição de polissacarídeos como a celulose. Na zona ascendente desta banda identificam-se 2 
picos em 1160 e 1100 cm-1, associados à vibração do anel de carbono da glucose e da ligação 
glicosídica C-O-C, respetivamente. Estes picos são facilmente identificáveis nos espetros de W e C, 
apresentando menor intensidade nos espetros de B e R. Relativamente ao platô da banda de 
absorção identificam-se três picos distintos nos espetros de W e C (1055, 1025 e 1000 cm-1), dois 
picos no espetro de R (1025 e 1000 cm-1) e um pico no espetro de B (1025 cm-1). Estas três bandas de 
Capítulo 4 - Apresentação e discussão de resultados 
Desenvolvimento de placas de microtitulação em papel  43 
absorção correspondem à vibração da ligação C-OH do 2º álcool (1055 cm-1), da ligação C-OH do 
primeiro álcool (1025 cm-1) e à deformação de ligações -CH- (1000 cm1). Por fim, do espetro 
característico da celulose foi ainda identificada em todas as amostras uma banda a 895 cm-1, 
associada à deformação simétrica da ligação C1-O-C4 da glucose [15], [67–71].  
 
Figura 4.17 - Espetros de infravermelho (ATR) das amostras de papel analisadas.  
 Relativamente aos espetros das amostras dos papéis B e R foram ainda detetadas bandas de 
absorção características de materiais minerais, provavelmente resultado de aditivos usados durante 
a sua produção. O carbonato de cálcio (CaCO3) apresenta bandas de absorção intensas a 1415 e 870 
cm-1. Observando os espetros verifica-se que os papéis B e R apresentam uma banda de absorção a 
1415 cm-1 mais intensa que os papéis W e C, o que pode ser devido à presença deste composto 
(CaCO3). No entanto, uma vez a mesma zona também contém bandas caraterísticas da celulose, a 
identificação destas torna-se complicada. Não obstante a banda de absorção intensa a 870 cm-1 
revela indubitavelmente a presença do carbonato de cálcio nestes dois papéis. No espetro do papel R 
foi ainda identificado um pequeno dupleto em 3690 e 3620 cm-1, característico de um material 
argiloso, a caulinita [72–74]. A caraterização química por espetroscopia de infravermelho reforça os 
dados obtidos na análise EDS. Os mapas EDS dos papéis B e R revelaram a presença do elemento 
cálcio em aglomerados que sugeriram a presença de carbonato de cálcio. Do mesmo modo, no papel 
R foram detetados os elementos alumínio e silício que, como confirmado pelo FTIR, provêm de um 
aditivo usado na indústria do papel, a caulinita (Al2O3.2SiO2.2H2O). Estes resultados foram também 
confirmados por difração de raios-X, onde se identificou a estrutura cristalina de carbonato de cálcio 
nos papéis B e R. Nesta caraterização estrutural foram ainda identificados padrões cristalográficos 
característicos da caulinita [64]. 
 Os espetros de infravermelho fornecem também informação acerca da origem das fibras que 
constituem as amostras de papel. A banda de absorção entre 1500 e 1510 cm-1 é característica de 
vibrações nas ligações de anéis aromáticos, ou seja, esta banda depende de espécie madeira e está 
associada à quantidade de lenhina presente nas amostras [75]. Observando os espetros das amostras 
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analisadas, verifica-se que os papéis W e C não apresentam banda de absorção no intervalo de 
números de onda referido, o que permite concluir que não existe lenhina nestas amostras. Uma vez 
que o papel W é produzido a partir de fibras de celulose provenientes de algodão, não se previa uma 
banda de absorção uma vez que esta planta não contém lenhina [76]. Nos espetros dos papéis B e R, 
devido à sobreposição de bandas, não se identifica um pico de absorção na zona característica da 
lenhina. No entanto ambos os espetros evidenciam uma curva ascendente no intervalo 1500 - 1510 
cm-1, o que sugere a presença de lenhina. 
4.1.3.2 Cera de impressão 
 A técnica de FTIR foi aplicada à cera de impressão com o objetivo específico de comparar o 
espectro obtido com o de cera de parafina, o principal constituinte da cera de impressão [65]. Os 
espetros de infravermelho das amostras de parafina e cera de impressão encontram-se na Figura 
4.18. 
 De acordo com o que era esperado, a cera de impressão e a parafina revelam um espetro de 
infravermelho semelhante. As bandas de absorção características da parafina estão presentes no 
espetro de infravermelho da cera de impressão.  
 
Figura 4.18 - Espetros ATR de cera de impressão e parafina.  
4.1.4 Análise térmica 
 O presente trabalho foi desenvolvido de modo a respeitar as diretivas sumarizadas no 
acrónimo ASSURED. Deste modo, a caraterização térmica permite obter alguma informação 
relativamente às condições críticas de operabilidade transporte e armazenamento dos dispositivos. 
Por outro lado o processo de fabrico engloba uma fase de aquecimento a temperaturas que podem 
atingir 140 ᵒC, pelo que é importante saber se o material sofre alguma transformação quando 
submetido a essas temperaturas.  
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4.1.4.1 Substratos 
 Na Figura 4.19 estão as curvas resultantes da análise térmica de todos os papéis em estudo. 
Na fase inicial, até uma temperatura de 250 ᵒC todas as amostras apresentam o mesmo 
comportamento. Existe uma perda de massa por volta dos 100 ᵒC (cerca de 2%) que corresponde a 
um pico endotérmico na curva DSC. Esta transição é devida à perda de água presente nas amostras e 
desoneração de gases.[77–79]. 
 
A)
 
B)
 
C)
 
D)
 
Figura 4.19 - Curvas TG e DSC de: A) papel Whatman, B) papel de filtro de café, C) papel de impressão branco e D) papel 
reciclado. 
 O processo de degradação da celulose na presença de uma atmosfera oxidativa acontece em 
duas etapas. A primeira ocorre no intervalo de temperaturas 260 e 360 ᵒC e corresponde a uma 
perda de massa de cerca de 90 %. A segunda perda de massa ocorre entre as temperaturas de 360 e 
530 ᵒC. A este processo de degradação estão associados três picos endotérmicos na curva DSC 
[11][14]. 
 Os gráficos resultantes da análise TG revelam que todas as amostras apresentam a sua maior 
perda de massa dentro do intervalo de temperatura previsto para a degradação de celulose. Os três 
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picos endotérmicos característicos do processo apenas estão presentes nas curvas DSC dos papéis W 
e C. Nas amostras B e R regista-se a ocorrência de um pico isolado, de maior intensidade na amostra 
R. Deste modo, é válido afirmar que as amostras de papel B e R possuem uma menor percentagem 
de celulose do que aquela presente nas amostras de W e C. As análises EDS e FTIR indicaram a 
presença de compostos minerais como o carbonato de cálcio e caulinita nas amostras dos papéis B e 
R. A presença destes compostos pode explicar as diferenças observadas nas curvas de degradação e 
DSC, uma vez que compostos minerais apresentam temperaturas de degradação maiores que a 
celulose. 
 A celulose, a hemicelulose e a lenhina, principais constituintes da pasta de madeira, 
degradam-se a temperaturas diferentes de acordo com a sua estrutura. A lenhina é o primeiro 
composto a sofrer degradação a cerca de 200 ᵒC seguida das hemiceluloses, a cerca de 220 ᵒC. A 
celulose é a última a iniciar a decomposição. Este comportamento térmico encontra-se diretamente 
relacionado com a cristalinidade dos compostos referidos. Estruturas cristalinas como a celulose e 
compostos minerais apresentam elevada estabilidade térmica e consequentemente temperaturas de 
degradação elevadas. O oposto verifica-se para compostos amorfos como a lenhina e hemiceluloses 
que se degradam a temperaturas inferiores. A cristalinidade de substratos celulósicos pode ser 
avaliada através do Índice de Cristalinidade (Ic). O Ic define a relação entre a parte cristalina e a parte 
amorfa do material e foi calculado a partir de difração de raios-X. O papel W foi o substrato analisado 
que apresentou maior valor de Ic (86,3 %), e como tal é a amostra que se degrada a uma 
temperatura mais elevada (385 ᵒC), seguido do papel C (Ic = 75,6 %; T = 250 ᵒC), do papel B (Ic 74,7 
%; T = 245 ᵒC), e finalmente do papel R (Ic = 70,1 %; T = 235 ᵒC) [64]. 
 A análise térmica permite ainda retirar informação acerca da quantidade relativa de celulose 
e outros constituintes presentes em cada papel analisado. Considerando que a temperatura de 
degradação da celulose está compreendida no intervalo de caraterização, os resíduos resultantes 
serão resultado de compostos adicionados às fibras durante a produção de papel. Deste modo, 
verificou-se, pela análise das curvas TG, que os papéis de impressão R e B são os que apresentam 
maior percentagem de componentes não celulósicos na sua constituição, pois demonstram uma 
percentagem de massa final de 50% e 49%, respetivamente. Do mesmo modo pode concluir-se que 
os papéis W e C (massa final de 27% e 33%, respetivamente) apresentam menor percentagem de 
componentes adicionais na sua constituição. Estes resultados são suportados também pelas outras 
técnicas de caraterização analisadas (SEM, EDS e FTIR), que demonstram a presença de compostos 
minerais na constituição dos papéis de impressão. 
4.1.4.2 Cera de impressão 
 A caraterização térmica da cera de impressão permite não só avaliar o seu comportamento 
térmico, como também otimizar o processo de fabrico dos dispositivos. 
 Pelas razões enunciadas anteriormente, é igualmente importante avaliar o comportamento 
térmico da cera de impressão. Além disso o fabrico dos dispositivos depende da fusão de cera sólida, 
pelo que esta análise pode fornecer dados importantes para a otimização desse processo.  
 As curvas TG e DSC obtidas por caraterização térmica da cera de impressão estão 
representadas na Figura 4.20. Como esperado, a curva DSC apresenta um pico endotérmico a cerca 
de 80 ᵒC que corresponde a uma transição de fase (sólido - líquido). Relativamente à curva TG, 
verifica-se perda de massa para temperaturas superiores a 300 ᵒC. A caraterização térmica efetuada 
aos materiais permite assim garantir que os dispositivos fabricados de acordo com esta tecnologia 
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(excetuando os reagentes) serão capazes de suportar as condições extremas de temperatura sem se 
degradarem 
 
Figura 4.20 - Curvas TG e DSC da cera de impressão 
4.2 Escolha do substrato 
 Do mesmo modo que a escolha de uma microplaca convencional apropriada é definida pela 
aplicação a desenvolver, a escolha de um papel para produzir uma microplaca pode também 
depender da aplicação a desenvolver. No âmbito deste trabalho é necessário que o papel apresente 
propriedades que permitam o fluxo de soluções por capilaridade na sua rede de fibras e que 
permitam também a adesão da cera hidrofóbica que delimita os canais.  
 Como foi referido, o papel de cromatografia Whatman Nº 1 foi utilizado anteriormente em 
aplicações de microfluídica, pelo que se apresenta como um substrato de referência no que diz 
respeito às propriedades necessárias para a aplicação em produção de microplacas. A sua 
caraterização química revelou uma elevada quantidade relativa de celulose na sua constituição. A 
caraterização morfológica e baixo ângulo de contacto indicam que possui a porosidade necessária 
para condução de soluções. Revelou também estabilidade térmica, degradando-se apenas para 
temperaturas superiores a 300 ᵒC. 
 O papel de filtro de café revela uma composição química semelhante ao papel W, e é poroso, 
possuindo as propriedades necessárias para produção dos dispositivos. No entanto o formato deste 
papel impede o seu uso direto na impressora e apresenta dimensões menores que as de uma 
microplaca convencional. Por outro lado devido à reduzida espessura e densidade, este papel 
revelou ser inapropriado para o método de impressão a cera. Durante o processo de formação das 
barreiras hidrofóbicas o papel C evidencia valores de difusão lateral superiores aos observados para 
o papel W. Uma vez que um dos objetivos principais é reproduzir as dimensões de microplacas 
convencionais decidiu usar-se o papel W, uma vez que revelou ser mais apropriado o método de 
produção.  
 A caraterização dos papéis de impressão (branco e reciclado) permite concluir que não 
podem ser usados no âmbito deste trabalho, uma vez que revelaram ser hidrofóbicos (ângulos de 
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contacto maiores que 90ᵒ). A sua morfologia superficial e composição química revelam o uso de 
aditivos minerais na sua produção que, além de lhes conferirem propriedades hidrofóbicas, podem 
afetar o funcionamento das biomoléculas de reconhecimento e enzimas associadas aos sistemas de 
revelação.  
4.3 Produção das microplacas 
4.3.1 Tecnologia de impressão 
 A impressão com tinta sólida (cera de impressão) pode ser sumarizada em três passos. A 
unidade de manutenção limpa a superfície do rolo de impressão de resíduos de impressões prévias e 
aplica uma fina camada de óleo de silicone. Seguidamente a cabeça de impressão, uniformemente 
aquecida a 135 ᵒC, pulveriza micro gotas de cera no rolo de impressão com elevada precisão. Este 
rolo é mantido a 65 ᵒC de modo a que a tinta não solidifique completamente enquanto não é 
transferida para o papel. A esta temperatura a cera torna-se num semissólido maleável. Quando as 
cabeças de impressão terminam a construção da imagem no rolo de impressão, o papel no qual vai 
ser feita a impressão é forçado a passar entre os dois rolos. Devido ao calor e pressão exercidos a 
imagem é transferida do rolo de impressão para o papel num só passo. Quando o papel sai da 
impressora a tinta está totalmente seca e a impressão está pronta a utilizar. 
 Na Figura 4.21 podem observar-se alguns dos constituintes internos da impressora que 
fazem parte do processo de impressão descrito em cima. 
 
Figura 4.21 - Representação dos componentes internos da Impressora Xerox ColorQube 8570.  
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 Foi conduzido um estudo para avaliar a precisão do processo e impressão, uma vez que o 
papel escolhido para fabricar os dispositivos (papel de cromatografia Whatman Nº1) não é um 
substrato destinado a impressão. Deste modo, imprimiram-se 5 conjuntos de linhas com larguras 
compreendidas entre 100 e 700 µm, em incrementos de 100 µm. No gráfico da Figura 4.22 podem 
observar-se os valores determinados experimentalmente para as linhas impressas em função dos 
valores nominais introduzidos no programa de desenho. Cada ponto corresponde à média de 5 
medidas independentes e as barras de erro representam o desvio padrão entre elas.  
 Idealmente, estes dois parâmetros seriam iguais, no entanto os dados evidenciam que todas 
as linhas impressas têm dimensões maiores que as inseridas no software de desenho (nominais). Este 
fenómeno atribuiu-se a uma difusão inicial no momento da impressão. A caraterização do substrato 
(papel W) demonstrou que este apresenta uma elevada porosidade superficial e interior, e 
consequentemente um baixo ângulo de contacto. Por outro lado durante a impressão a cera é 
derretida atingindo temperaturas de 130 ᵒC e o papel também é aquecido para melhorar a adesão da 
tinta. Estas temperaturas e o facto de a impressão durar apenas alguns segundos não permitem criar 
uma barreira hidrofóbica no papel no entanto, aparentam causar alguma difusão lateral.  
 
Figura 4.22 - Largura experimental das linhas impressas em função das suas dimensões nominais. 
 Na Figura 4.23 pode observar-se uma imagem SEM de cera impressa na superfície do papel 
W. A imagem foi capturada no limite da impressão de modo a evidenciar a camada uniforme de cera 
resultante da impressão. Este material encontra-se destacado pela coloração artificial feita em Adobe 
Photoshop. A uniformidade da impressão permite o uso do mesmo equipamento (impressora) para 
encapsular os dispositivos. O encapsulamento no verso das microplacas facilita o seu manuseamento 
impedindo a fuga das soluções pelo verso dos poços. Deste modo a microplaca pode ser colocada 
diretamente sobre qualquer superfície. 
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Figura 4.23 - Imagem SEM de cera impressa numa folha de papel Whatman (coloração artificial feita em Adobe 
Photoshop). 
4.3.2 Modelos de difusão da cera em papel de cromatografia 
Whatman Nº1 
 O método de impressão a cera apresenta grandes vantagens em aplicações de microfluídica à 
base de papel, visto que é rápido, barato e apropriado para produção em massa. No entanto neste 
método as dimensões dos padrões finais não correspondem às suas dimensões nominais devido à 
difusão lateral da cera durante o processo de aquecimento. Deste modo foi efetuado um estudo para 
avaliar e quantificar a difusão lateral da cera, com o objetivo de otimizar a produção das microplacas.  
 Como referido anteriormente, o processo é descrito pela equação 1.1, já que pode ser 
aproximado a um fluxo capilar num material poroso. A viscosidade da cera é função da temperatura. 
Assumindo que o papel é mantido a uma temperatura constante durante o processo de 
aquecimento, todos os parâmetros da equação estão fixos. Deste modo, para uma linha de tamanho 
inicial Ln, a distância percorrida pela cera (difusão) desde a sua borda até ao tamanho final Lbarreira 
será constante, independentemente da dimensão inicial da linha. No entanto, foi reportado por 
Martinez et al. [61] que para tamanhos de linha suficientemente pequenos, a quantidade de cera 
disponível limita a difusão pelos poros do papel, desviando o processo do comportamento esperado. 
A equação 1.1 prevê uma quantidade ilimitada de fluido pelo que não pode ser aplicada nestas 
circunstâncias. 
 A complexidade do processo de difusão da cera no substrato poroso motivou a divisão deste 
estudo em duas partes distintas (Figura 4.24). Na primeira parte do estudo é avaliada a difusão em 
padrões nos quais se controla a quantidade de cera depositada pela espessura dos seus contornos. 
Escolheu avaliar-se a difusão em linhas retas de largura variável e foram medidos os seus tamanhos 
iniciais e finais. A segunda parte do estudo consiste em avaliar padrões nos quais a quantidade de 
cera não é uma limitação, no entanto também não é uma variável. Este tipo de padrão não possui 
contornos uma vez que é delimitado por uma camada uniforme de cera. Foi avaliada a difusão em 
barreiras de formato circular uma vez que a dimensão de poço é uma das principais medidas a ter 
em conta na reprodução de microplacas convencionais. Contrariamente ao que foi feito para as 
linhas onde foram medidas as dimensões iniciais e finais dos padrões, neste caso foram medidos os 
diâmetros iniciais e finais das zonas delimitadas pelos padrões. 
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Figura 4.24 - Representação do efeito da difusão lateral da cera nos dois tipos de padrões usados para estudar este 
processo.  
4.3.2.1 Barreiras de formato linha 
 Na Figura 4.25 pode observar-se um conjunto de linhas de largura entre 100 e 700 µm, 
fotografado antes e depois do processo de aquecimento.  
 
Figura 4.25 - Série de linhas (100 - 700 µm) antes e depois do processo de difusão. 
 Observando a Figura 4.25 verifica-se que a difusão lateral da cera provoca o aumento da 
largura de barreiras em formato de linha. Variando as condições do processo de aquecimento, o 
processo de difusão é alterado. Foram utilizadas as temperaturas 80 ᵒC, 100 ᵒC, 120 ᵒC e ᵒ140 ᵒC para 
intervalos de tempo de aquecimento de 60 e 120 segundos. Medindo as dimensões das linhas antes 
e depois do processo de aquecimento para as diferentes condições é possível observar o 
comportamento do processo e obter expressões que permitam prever as dimensões finais das 
barreiras hidrofóbicas. 
 Na Figura 4.26 podem observar-se as representações gráficas do valor de difusão lateral (d) 
em função da largura nominal das linhas (Lnominal). O parâmetro d foi calculado a partir da equação 
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3.1. Cada valor de d é a média da difusão em 5 linhas independentes e as barras de erro representam 
o desvio padrão entre as medidas. Os gráficos referentes aos valores de difusão calculados para as 
restantes séries de linhas podem ser consultados no Anexo 4. 
 Assumindo que o processo de difusão da cera pode ser descrito pela equação 1.1, seria de 
esperar que, mantendo constantes a temperatura e tempo de aquecimento, o valor de difusão seria 
constante. No entanto, observando os gráficos verifica-se que para as linhas de menor dimensão 
nominal a difusão apresenta um comportamento crescente. Estes dados confirmam a influência da 
quantidade de cera no processo de difusão. A partir dos gráficos obtidos pode concluir-se que para 
60 s de aquecimento 400 µm é a menor largura nominal que contém cera suficiente para não 
influenciar o processo. Para 120 s de aquecimento verifica-se que a difusão lateral depende de Lnominal 
para todos os valores medidos. Um tempo de aquecimento maior permite que a cera se espalhe à 
mesma velocidade durante mais tempo, exigindo assim uma maior quantidade de cera para manter 
um fluxo constante. Na Tabela 4.2 podem observar-se os valores médios de difusão para cada uma 
das séries de linhas analisada.  
 
A)
 
B)
 
Figura 4.26 - Difusão em função da dimensão nominal da linha. 
 A análise gráfica da difusão permite analisar o seu comportamento, no entanto, para prever 
as dimensões finais das barreiras, é necessário que se a relação entre Lbarreira e Lnominal possa ser 
representada numa função matemática. Deste modo na Figura 4.26 podem observar-se as 
representações gráficas de Lbarreira em função e Lnominal, para as séries de linhas 1, 2, 7 e 8 (Tabela 3.1). 
Os gráficos relativos às restantes séries de linhas podem ser observados no Anexo 5. 
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A)
 
B)
 
Figura 4.27 - Representação gráfica de Lbarreira em função de Lnominal para : A) séries 1 e 2; B) séries 7 e 8. 
 Analisando os resultados, verifica-se que os parâmetros apresentam relações lineares para 
todas as séries de linhas apresentadas. A partir das expressões das retas de calibração é possível 
prever com precisão as dimensões finais das barreiras se o valor de Lnominal for conhecido. Na Tabela 
4.2 podem observar-se os valores de difusão médios e regressões lineares para todas as séries de 
linhas estudadas.  
Tabela 4.2 - Equações das retas de ajuste entre os parâmetros Lbarreira (y) e Lnominal.(x). 
Série d médio(µm) Regressão linear r
2
 
1 241,00 ± 26,90 y = 1,5133x + 525,07 0,9724 
2 307,64 ± 50,02 y = 1,4367x + 538,12 0,98878 
3 270,44 ± 33,62 y = 1,3042x + 507,83 0,9941 
4 303,40 ± 46,60 y = 1,4002x + 554,84 0,9946 
5 300,81 ± 38,65 y = 1,3750x + 548,05 0,9913 
6 307,64 ± 79,50 y = 1,6331x + 507,60 0,9802 
7 311,64 ± 43,72 y = 1,4721x + 548,92 0,9519 
8 342,41 ± 62,34 y = 1,6281x + 564,03 0,9803 
 
 O declive das retas de ajuste está relacionado com a estabilidade do processo de difusão. Se 
a difusão for constante, a taxa de crescimento das linhas será também constante resultando numa 
reta de declive igual a um. Por outro lado se a difusão cresce com a dimensão nominal, como se 
verifica para as linhas, a taxa de crescimento das linhas é crescente o que resulta num declive 
superior a um. Observando a Tabela 4.2 verifica-se que os declives das retas de ajuste 
correspondentes às séries pares (120 s de aquecimento) são maiores que os das séries ímpares (60 s 
de aquecimento).  
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4.3.2.2 Barreiras circulares 
 De acordo com o que foi descrito anteriormente, esta parte do estudo foi realizada devido ao 
efeito da quantidade de cera dos padrões no processo de difusão. Por outro lado, devido ao objetivo 
de produzir os dispositivos com as dimensões das microplacas convencionais, foram calculadas as 
equações de ajuste para diâmetros de poços de dimensões entre 2 e 20 mm. No intervalo escolhido 
estão compreendidos os diâmetros de poço das microplacas de 24 (≈ 15 mm), 96 (≈ 5 mm) e 384 
poços (≈ 3 mm).  
 Na Figura 4.28 pode observar-se uma série de poços antes e depois do processo de 
aquecimento. Como anteriormente, verifica-se que o reaquecimento dos padrões na placa de 
aquecimento causa difusão lateral da cera, alterando as dimensões finais das barreiras hidrofóbicas. 
No padrão apresentado os poços estão dispostos numa camada de cera uniforme, pelo que existe 
uma maior quantidade de cera do que aquela que esta presente nas linhas. Por outro lado, a camada 
uniforme de cera cria uma barreira contínua entre os poços, o que melhora a capacidade de 
isolamento de cada poço.  
 
Figura 4.28 - Série de poços (2 - 20 mm) antes e após o processo de difusão.  
 Os valores de difusão calculados em função do diâmetro nominal dos poços estão 
representados graficamente na Figura 4.29. os gráficos relativos aos valores de difusão das restantes 
séries de linhas podem ser consultados no Anexo 6 
 Contrariamente ao que se verificou na difusão lateral das linhas, o processo aparenta ser 
constante e independente da dimensão nominal do padrão. Os gráficos obtidos revelam pequenas 
oscilações no valor da difusão no entanto não apresentam a tendência crescente observada 
anteriormente.  
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A)
 
B)
 
Figura 4.29 - Difusão em função do diâmetro nominal dos poços. 
 Na Figura 4.30 pode observar-se a representação gráfica do parâmetro Pbarreira em função de 
Pnomiknal. Cada ponto do gráfico corresponde à média de cinco medidas independentes e as barras de 
erro representam o desvio padrão entre elas. Os gráficos correspondentes às restantes séries de 
linhas podem ser consultados no Anexo 7.. 
  
A)
 
B)
 
Figura 4.30 - Representação gráfica de Pbarreira em função de Pnominal para : A) séries 1 e 2; B) séries 7 e 8. 
 Analisando os resultados obtidos verifica-se que os parâmetros apresentam relação linear 
para as séries de poços apresentadas. De referir que as barras de erro são menores que o tamanho 
dos pontos do gráfico. No gráfico referente à temperatura de 80 ᵒC as retas de ajuste estão 
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sobrepostas. As equações de ajuste e valores médios de difusão para todas as séries de poços podem 
ser consultadas na Tabela 4.3. 
Tabela 4.3 - Equações das retas de ajuste entre os parâmetros Pbarreira (y) e Pnominal (x). 
Série d médio (µm) Equação  r
2
 
1 84,01,± 24,99 y = 1,00x - 0,15 0,99 
2 114,84 ± 35,60 y = 1,01x - 0,25 0,99 
3 214,73 ± 53,92 y = 0,99x - 0,30 0,99 
4 373,54 ± 61,78 y = 1,00x - 0,77 0,99 
5 429,67 ± 22,94 y = 1,00x - 0,86 0,99 
6 570,71 ± 33,61 y = 1,00x - 1,14 0,99 
7 545,36 ± 36,03 y = 1,00x - 1,11 0,99 
8 669,24 ± 33,78 y = 1,00x - 1,33 0,99 
 
 Analisando os dados obtidos, conclui-se que o processo de difusão é independente do 
diâmetro nominal do poço, na medida em que todas as equações de ajuste apresentam declive igual 
a um. Verifica-se também que os valores da difusão apresentam valores maiores do que aqueles que 
foram encontrados nas linhas. Esta discrepância pode ser explicada pela diferença na quantidade de 
cera depositada durante a impressão dos padrões.  
 De um modo geral verifica-se linearidade entre as dimensões nominais e finais dos padrões 
estudados. A linearidade entre os parâmetros representa uma vantagem no dimensionamento das 
microplacas, uma vez que permite prever com precisão as suas dimensões após o processo de 
difusão da cera. Deste modo é possível ajustar as dimensões nominais de acordo com as dimensões 
finais desejadas. As expressões obtidas neste estudo foram integradas numa folha de cálculo onde 
são inseridas as dimensões finais desejadas (diâmetro de poço, largura e altura da placa, etc.) e 
automaticamente calculadas as dimensões nominais correspondentes. 
4.3.3 Resolução funcional do método 
 Medindo padrões de cera impressos na superfície do papel Whatman antes e depois do 
processo de difusão da cera, obtiveram-se relações entre os parâmetros que permitem prever as 
dimensões finais dos dispositivos. No entanto, essas expressões não fornecem informação acerca da 
eficácia das barreiras geradas pelas condições de difusão da Tabela 3.1.   
 Deste modo foi avaliada a eficácia de isolamento de padrões retangulares constituídos por 
barreiras em formato de linha. As dimensões nominais das linhas variam entre 100 e 700 µm, em 
intervalos de 100 µm. Foram produzidos 10 conjuntos destes padrões retangulares para cada série. 
No formato de barreiras circulares foi avaliada a eficácia de isolamento de uma matriz de 3x3 poços. 
O padrão utilizado neste estudo foi produzido de modo a reproduzir a disposição de poços de uma 
microplaca de 96 poços. Foi avaliada a capacidade de isolamento de 300 poços independentes. 
 Por outro lado foram também determinadas as dimensões mínimas das zonas hidrófilas 
delimitadas por barreiras em formato linha. Foram produzidos canais com largura nominal entre 500 
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e 1500 µm delimitados por barreiras com largura nominal de 400 µm, submetidas a uma 
temperatura de 140 ᵒC durante 60 s. Para cada largura de canal foram avaliados 10 canais.  
 Para determinar o menor tamanho de poço funcional permitido pelo método de impressão a 
cera foram fabricadas barreiras circulares com diâmetros nominais entre 1 e 3,5 mm. As barreiras 
usadas neste estudo foram submetidas a uma temperatura de 140 ᵒC durante 60 s. 
4.3.3.1 Barreira hidrofóbicas 
 Na Figura 4.31 podem observar-se dois canais delimitados por barreiras de largura nominal 
de 400 µm, nos quais foram depositados 2 µL de uma solução aquosa de amaranto. No primeiro 
canal o corante foi depositado no papel antes do processo de difusão. Verifica-se que as barreiras 
não foram capazes de reter a solução. Nas secções de corte deste canal verificamos que as linhas de 
cera estão apenas na superfície do papel permitindo que a solução se desloque nas zonas em que 
não existe cera. O segundo padrão apresentado foi colocado na placa de aquecimento, a uma 
temperatura de 140 ᵒC durante 60 s. Verificamos que este canal foi capaz de reter a solução dentro 
do espaço definido pelas barreiras de cera. Analisando as secções de corte confirma-se que a cera foi 
difundida em toda a espessura do papel, criando uma barreira impermeável. 
 
Figura 4.31 -Imagens e secções de corte de canais delimitados por linhas e barreiras hidrofóbicas. 
 Na Figura 4.32 estão representados os resultados obtidos na determinação da resolução 
funcional de barreiras em formato linha. Analisando a representação gráfica dos resultados verifica-
se que a eficácia de isolamento das barreiras aumenta com o aumento da temperatura e tempo de 
aquecimento. Este resultado era esperado uma vez que se concluiu que a difusão da cera é 
diretamente proporcional a estes dois parâmetros (equação 1.1). Observa-se também que as linhas 
de menor largura nominal (100 e 200 µm) não originam barreiras hidrofóbicas funcionais para 
nenhuma das temperaturas e tempos de aquecimento estudados. A quantidade de cera depositada 
nestas linhas não é suficiente para gerar uma barreira hidrofóbica em toda a espessura do papel. Os 
dados mostram também que as temperaturas de 80 e 100 ᵒC são insuficientes para criar barreiras 
hidrofóbicas isolantes para todas as larguras nominais de linha analisadas. Estes dois valores de 
temperatura não são suficientes para baixar a viscosidade da cera de tal modo que esta se difunda 
por toda a espessura da folha. 
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A) B) 
 
  
  
Figura 4.32 - Eficácia de isolamento das barreiras em forma de linha em função da sua largura nominal. 
 Na Figura 4.33 estão representados os resultados obtidos na avaliação da eficácia de 
isolamento de barreiras circulares.  
  
Figura 4.33 - Eficácia de isolamento de poços em função das condições de aquecimento 
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 Analisando o gráfico conclui-se que apenas se obteve uma percentagem de 100% de 
barreiras eficazes para temperaturas maiores que 120 ᵒC. Como foi referido anteriormente, 
temperaturas abaixo desse valor não permitem a difusão vertical da cera em toda a espessura da 
folha. 
4.3.3.2 Zonas hidrófilas 
 Define-se um canal hidrófilo como a zona compreendida entre duas barreiras de cera 
isolantes. Devido à difusão lateral da cera, o recozimento dos dispositivos pode provocar o 
estrangulamento de canais necessários para a condução de soluções.  
 De acordo com os resultados obtidos no estudo da difusão da cera, uma linha de 400 µm 
origina uma barreira de 1150 µm quando submetida às condições de aquecimento utilizadas, o que 
corresponde a uma difusão de cerca de 750 µm. Uma vez que o canal é delimitado por duas 
barreiras, pelos modelos de difusão da cera sofrerá uma diminuição de 750 µm. Deste modo, é 
esperado que canais com dimensão nominal menor que 750 µm não sejam funcionais.  
 Na Figura 4.34 apresentam-se os resultados obtidos.  
 
Figura 4.34 - Ilustração dos resultados do estudo de avaliação das dimensões nominais do menor canal hidrófilo 
funcional. 
 Os restantes resultados obtidos são consistentes com o padrão apresentado na figura, ou 
seja, verificou-se que todos os canais com dimensões nominais abaixo de 1000 µm não são 
funcionais após o processo de reaquecimento e que, para dimensões nominais maiores que esse 
valor todos os canais são funcionais. Como foi referido, devido à difusão lateral da cera, esperava-se 
uma diminuição da largura do canal na ordem dos 750 µm. Os resultados obtidos corroboram as 
previsões do modelo de difusão visto que nenhum canal com dimensão nominal menor ou igual esse 
valor se revelou funcional. Por outro lado, considerando que apenas se obtiveram canais funcionais 
com largura maior que 1000 µm, pode também concluir-se que canais com largura final (depois de 
aquecimento) inferior a 250 µm (1000 - 750) não são funcionais. 
 Do mesmo modo, determinaram-se também as dimensões nominais correspondentes ao 
menor poço hidrófilo funcional. Alguns resultados estão representados na Figura 4.35. 
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Figura 4.35 - Ilustração dos resultados do estudo de avaliação das dimensões nominais do menor poço hidrófilo 
funcional. 
 À semelhança dos resultados obtidos para o canal hidrófilo, este estudo apresentou 
resultados conclusivos e consistentes. Todos os poços com dimensão nominal menor que 1,5 mm 
não produziram barreiras circulares eficazes, e todos aqueles com dimensão nominal maior que esse 
valor originaram barreiras funcionais. 
 A difusão lateral representa também uma limitação no que diz respeito à resolução funcional 
do método de impressão a cera. Neste caso específico, limita a produção de microplacas ao formato 
de 384 poços, uma vez que não é possível garantir poços hidrófilos funcionais para formatos com 
densidades de poço maiores. 
4.4  Sistema de leitura de resultados 
 A versatilidade das microplacas convencionais deve-se à sua compatibilidade com leitores de 
microplacas. Estes equipamentos são espetrofotómetros automatizados que reduzem o tempo de 
análise de ensaios realizados em microplaca. Deste modo, para destacar o valor associado às 
microplacas de papel como complemento ou alternativa às microplacas convencionais demonstra-se 
que são compatíveis com leitores de microplacas. No entanto, estes equipamentos têm um custo 
elevado e podem estar acessíveis em situações de escassez de recursos e/ou zonas isoladas. Deste 
modo, pretende mostrar-se com este trabalho que scanners comerciais e câmaras fotográficas 
podem ser utilizados como medidores de refletância para deteção de ensaios colorimétricos em 
microplacas de papel. 
 
A)
 
B)
 
Figura 4.36 - Diluições seriadas de amaranto e azul Comassie em microplaca: A) de plástico e B) de papel. 
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 As quantidades e concentrações de corante em cada poço das duas placas estão enumeradas 
na Tabela 3.2. Escolheu usar-se a mesma quantidade de corante para cada poço com coordenadas 
iguais nas placas de plástico e papel uma vez que as medições na placa de papel são feitas após a 
secagem do solvente e disposição do soluto pelas fibras do papel. 
4.4.1 Espetrofotometria de absorvância (leitor de microplacas) 
 O comportamento das placas de papel com 96 poços em espetrofotometria de absorvância 
foi analisado usando dois corantes (amaranto e azul Comassie). Foram efetuadas medições com 
ambos os corantes em solução aquosa nas placas de plástico, e em fase sólida quando absorvidos 
pelas fibras de celulose nas placas de papel, como se pode verificar na Figura 4.36. 
 Na Figura 4.27 podem observar-se os espetros de absorvância dos corantes em microplaca 
de plástico e microplaca de papel. Os espetros de absorção demonstram que a microplaca de plástico 
é totalmente transparente, na medida em que o valor do poço branco é igual a zero para todos os 
comprimentos de onda analisados. Contrariamente o poço branco da microplaca de papel apresenta 
um elevado valor de absorvância, uma vez que a celulose apresenta um índice de refração superior 
ao do meio (nD=1,55). A aplicação de óleo mineral ou outro líquido que torne o papel translúcido e 
ajude a diminuir as diferenças nos índices de refração pode aumentar a sensibilidade das medidas, 
diminuindo a absorção de fundo devido à placa de papel [10]. No entanto, a aplicação de óleo 
mineral representa um passo adicional nas análises e afeta negativamente as medições de 
refletância, pelo que não foi usada no âmbito deste trabalho.  
 
A)
 
B)
 
Figura 4.37 - Espetros de absorvância: A) Das soluções de ambos os corantes e de um poço branco da microplaca de 
plástico e B) dos corantes e poço branco da microplaca de papel. 
 A Figura 4.38 mostra as curvas de calibração obtidas para os dois corantes em ambas as 
plataformas. A escala logarítmica foi escolhida por clareza na demostração dos resultados. Para 
calcular as curvas de calibração foram apenas utilizados os dados de medições dentro dos limites de 
Capítulo 4 - Apresentação e discussão de resultados 
Desenvolvimento de placas de microtitulação em papel  62 
deteção determinados para cada plataforma. Cada ponto representa a média de 4 medições 
diferentes e as barras de erro o desvio padrão entre as medidas. O gráfico em escala linear com 
todos os pontos experimentais pode ser consultado no Anexo 8. 
 O tratamento dos resultados revelou que ambas as plataformas apresentam o mesmo 
comportamento com o aumento de quantidade de soluto. Todos os conjuntos de dados apresentam 
relação linear entre os logaritmos de absorvância e quantidade de soluto. Analisando os dados 
confirma-se que a sensibilidade das microplacas de papel é menor que na configuração tradicional. 
As retas de ajuste apresentam declives menores para a placa de papel e o intervalo de amplitude 
entre os valores correspondentes às concentrações mínima e máxima é significativamente menor. A 
diferença de sensibilidade da plataforma pode ser explicada tanto pelo curto percurso ótico ( ≈ 180 
µm) como pelo elevado valor de fundo devido às fibras de celulose. Devido a este efeito o intervalo 
entre o branco (ausência de soluto) e o limite superior de deteção é menor, o que reduz a 
sensibilidade do sistema.  
 
 
 
Figura 4.38 - Curvas de calibração para os corantes azul Comassie e amaranto em placas de papel e plástico. As 
regressões linerares foram calculadas no Origin 8.5. 
 Os limites inferiores de deteção da plataforma de plástico foram de 50 e 100 pico moles para 
o azul Comassie e amaranto, respetivamente. Para a placa de papel conseguiram medir-se 
quantidades até 50 pico moles de azul Comassie e 25 pico moles de amaranto. Ainda que a 
plataforma convencional apresente uma sensibilidade maior, as microplacas de papel requerem 
menos quantidade de solução por poço para desenvolvimento do sinal colorimétrico. Este efeito 
deve-se ao elevado rácio superfície/volume da matriz de fibras de celulose. Nas medições efetuadas 
na placa de papel os poços com as concentrações mais elevadas de ambos os corantes saturaram o 
detetor. Deste modo assume-se um limite superior de deteção de 250 nano moles para os dois 
corantes. Na configuração com placa de plástico nenhuma das concentrações saturou o detetor pelo 
que não foi possível determinar o seu limite superior de deteção.  
 As medições efetuadas permitem provar a compatibilidade das microplacas de papel com 
leitores de microplacas. Comparando os valores obtidos para os mesmos corantes em microplaca de 
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plástico e papel verifica-se que os valores de absorvância seguem a mesma tendência com a variação 
da quantidade de soluto.  
 A compatibilidade das microplacas com estes sistemas de deteção permite assim validar 
ensaios realizados em microplaca de papel. Por outro lado, comparando os resultados obtidos num 
sistema validado com os resultados das medições de refletância é possível avaliar a validade dessas 
medições.  
4.4.2 Medições de refletância (esfera integradora e imagens 
digitais) 
 Na Figura 4.39 estão representados os espetros de refletância total obtidos num 
espetrofotómetro com esfera integradora, para os dois corantes em microplaca de papel. No Anexo 
9 podem ser consultados os espetros de refletância em papel de filtro de café. 
 
Figura 4.39 - Espetros de refletância dos dois corantes e de um poço branco da microplaca feita de papel de 
cromatografia Whatman Nº1. 
 Os espetros obtidos revelam que as microplacas de papel apresentam um comportamento 
favorável à quantificação por refletância. Considerando a equação 1.3, a refletância é medida a partir 
de uma referência totalmente refletora (sulfato de Bário, BaSO4) e decai exponencialmente de 
acordo com a quantidade de soluto. Deste modo, o papel, visto que é branco apresenta o valor de 
refletância máximo em relação à referência para todos os comprimentos de onda. Nos 
comprimentos de onda de absorção do soluto a reflexão diminui consoante a sua quantidade. 
Analisando as diferenças na refletância para diferentes quantidades de soluto, é possível obter retas 
de ajuste para quantificação. Quantificação de concentração de soluto a partir da refletância está 
definida e apresenta instrumentação simples [10], [26], [27], [81], [82]. Os princípios físicos da 
refletância e aquisição de imagem por um scanner são essencialmente os mesmos. A refletância em 
qualquer superfície a um determinado comprimento de onda define a imagem e as cores adquiridas 
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no scanner ou na câmara fotográfica e essas imagens estão relacionadas com a composição química 
que define as cores da imagem [10]. 
 No software Image J foi feita a análise da área correspondente aos poços da placa de papel 
no espaço colorimétrico RGB (Red, Green, Blue). O programa calcula a intensidade de cada pixel na 
área escolhida e retorna a média da intensidade de cada canal de todos os pixéis. A escala RGB do 
programa de análise define valor máximo para a cor branca, ou seja o máximo para todos os canais 
No âmbito deste trabalho, a cor branca representa a ausência de intensidade colorimétrica, uma vez 
que é a cor do suporte utilizado (papel). Deste modo a escala foi invertida de modo a que um 
aumento na quantidade de corante represente um aumento da intensidade colorimétrica. 
 Na Figura 4.40 estão representados os resultados obtidos através da análise das imagens 
digitalizadas no scanner. Cada ponto do gráfico corresponde à média de 4 poços independentes e as 
barras de erro representam o desvio padrão entre as medidas. Novamente a escala logarítmica foi 
escolhida por melhor se adequar à apresentação dos resultados. Os mesmos gráficos em escala 
linear podem ser consultados no Anexo 10. 
 
A)
 
B)
 
Figura 4.40 - Análise RGB das diluições dos corantes A) amaranto e B) azul Comassie. 
 Ambos os corantes apresentam relações entre a intensidade da cor e quantidade 
semelhantes àquelas que foram encontradas nas medições de absorvância. Observa-se um aumento 
na intensidade da cor com o aumento de moles de corante para todos os canais RGB. Os dados 
sugerem que uma escolha do canal deve ser feita dependendo da variação colorimétrica a analisar, 
uma vez que diferentes canais produziram diferentes resultados para os dois corantes. Os limites 
inferiores de deteção do sistema foram 25 e 50 pico moles para o azul Comassie e o amaranto, 
respetivamente. De referir que para elevadas quantidades de soluto o gráfico a curva de intensidade 
da cor aproxima-se de um limiar, o que indica a saturação do sistema de medição.  
 A análise RGB da imagem digital capturada pela câmara fotográfica revelou um 
comportamento semelhante ao que foi observado na análise da imagem do scanner. No entanto 
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usando este método de captura de imagens os limites inferiores de deteção revelaram-se 
substancialmente maiores (200 pico moles para ambos os corantes). A interferência das condições 
do meio, principalmente a luz desempenha um papel fundamental na sensibilidade e limites de 
operabilidade deste sistema. No entanto não foram feitos quaisquer estudos para controlo dessa 
variável.  
 Na Figura 4.41 apresentam-se as curvas de calibração para os canais com melhores 
resultados para os dois corantes, nos dois sistemas de captura das imagens. Cada ponto no gráfico é 
a média de 4 poços independentes e as barras de erro representam o desvio padrão entre as 
medidas.  
 
 
 
Figura 4.41 - Curvas de calibração de amaranth red e comassie blue para imagens capturadas por um scanner e por uma 
máquina fotográfica.  
 Os resultados obtidos permitem concluir que scanners e câmaras fotográficas podem ser 
utilizados como detetores de refletância para deteção e quantificação de analitos em microplacas de 
papel. O estudo provou também a compatibilidade das microplacas de papel com leitores de 
microplacas convencionais.  
 Deste modo antevê-se o uso de leitores de microplacas para confirmar e validar resultados 
de ensaios realizados em microplaca de papel num contexto laboratorial. Simultaneamente os 
sistemas de deteção por refletância revelam-se adequados para situações de escassez de recursos, 
uma vez que apenas necessitam de uma câmara fotográfica e uma aplicação de análise de cor.  
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4.5 Dispositivos de diagnóstico 
4.5.1 Procedimento ELISA para diagnóstico de leishmaniose 
canina 
 O procedimento foi implementado em placas de papel com 96 poços (12x8) sem 
encapsulamento no verso. Uma vez que a frente e o verso da placa estão em desprotegidas, os poços 
podem ser lavados adicionando o tampão de lavagem pela frente da placa e pressionando um 
pedaço de papel absorvente no verso. O tampão atravessa a placa verticalmente até ao papel 
absorvente, carregando consigo os reagentes que não se encontram ligados. De modo a conter os 
reagentes nos poços usaram-se caixas de pontas de micropipetas para suportar a placa no decorrer 
do procedimento. Um volume de 3 µL de qualquer reagente utilizado é suficiente para cobrir toda a 
área de um poço. 
 Escolheu fazer-se uma revelação colorimétrica de modo a que os resultados pudessem ser 
registados e analisados sem recurso a um leitor de microplacas que como foi referido, é um 
equipamento dispendioso. Vários pares enzima/substrato têm sido usados em ELISA convencional 
para produzir reações colorimétricas. Para este procedimento foi usada a enzima fosfatase alcalina 
(ALP) e o substrato BCIP/NBT uma vez que produz uma variação de cor de amarelo claro para roxo 
escuro, tendo um bom contraste com o papel (branco). Este sistema está extensivamente 
caracterizado e está disponível comercialmente uma vasta gama de anticorpos conjugados com esta 
enzima [83].  
 O ensaio desenvolvido compreende os passos ilustrados na Figura 4.42. O procedimento é 
indireto porque não avalia diretamente a presença do organismo causador da doença. Em vez disso o 
ensaio sinaliza a presença de anticorpos no soro do animal com afinidade para este parasita. A 
solução de antigénio é um lisado do promastigota que é imobilizado na zona de teste, sendo 
seguidamente adicionada uma solução de bloqueio aos poços de papel que visa reduzir a ocorrência 
de ligações não específicas com mesmos. É então adicionado o soro animal cujos anticorpos anti-
Leishmania (se existirem) se vão ligar ao antigénio imobilizado na matriz de papel. A zona de teste é 
lavada, de modo a remover reagentes residuais e é adicionado anticorpo marcado com ALP. Este 
anticorpo tem afinidade para a parte comum de todos os anticorpos do cão e vai ligar-se aos 
anticorpos anti-Leishmania que ficaram imobilizados com o antigénio. É efetuada outra lavagem de 
modo a deixar no papel apenas os anticorpos que se encontram ligados aos locais de interesse e é 
adicionado o substrato da enzima. Deste modo, para a mesma quantidade de antigénio imobilizado a 
variação do sinal colorimétrico depende da quantidade de anticorpos anti-Leishmania presentes no 
soro do animal.  
 Os resultados obtidos estão representados no gráfico da Figura 4.43. Para desenvolvimento 
desta prova de conceito usou-se soro sanguíneo de dois animais (infetado e não infetado). A solução 
de controlo continha apenas o tampão de diluição do soro (PBS). Os resultados apresentados são a 
média dos cinco replicados feitos por cada ensaio e as barras de erro representam o desvio padrão 
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entre as medidas. Foi ainda realizada uma análise de variância (ANOVA) com teste de Tukey para 
comparação de médias.  
 
Figura 4.42 - Ilustração de um ensaio ELISA para deteção de anticorpos anti-Leishmania (resultado positivo). 
 Analisando os resultados do ensaio colorimétrico por discriminação visual, é possível 
observar uma pequena variação na intensidade entre os três conjuntos de poços apresentados. As 
zonas de teste nas quais foi depositado soro de um animal infetado apresentam uma coloração mais 
escura que os restantes poços. Este resultado sugere que os anticorpos anti-Leishmania presentes 
neste soro se ligaram ao antigénio imobilizado provocando um aumento no número de anticorpos 
conjugados com enzima no momento da revelação. Como a quantidade de substrato de enzima foi 
igual em todos os ensaios conclui-se que o aumento do sinal colorimétrico se deve à presença de 
mais enzima (e anticorpos). É assim válido afirmar que o ensaio realizado tem a capacidade de 
detetar anticorpos anti-Leishmania no soro.  
 Na análise em Image J à imagem digital dos ensaios calculou-se a intensidade da cor através 
do Mean Gray Value dos pixéis correspondentes à área de cada poço. Existe uma diferença 
estatisticamente significativa (p<0,0001) entre o conjunto de dados correspondentes a um soro 
positivo e os restantes. O dispositivo apresenta no entanto um elevado sinal para zonas de teste com 
soro negativo, o que ocasionalmente leva à ocorrência de falsos positivos.  
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Figura 4.43 -A) resultados dos ensaios para soros positivo e negativo e solução de controlo; B) análise de intensidade da 
cor por cada zona de teste. A análise estatísca foi feita em Prism 5 Graph Pad, por meio de uma análise de variância 
(ANOVA) com teste de Tukey para comparação de médias; *** = p<0,0001; n=5. 
 De facto este foi o maior obstáculo ao desenvolvimento do procedimento devido ao elevado 
número de variáveis a controlar. A solução de antigénio provém de um lisado do parasita que 
contém outras proteínas, o que pode provocar ligações inespecíficas. Pela mesma razão a 
concentração de antigénio na solução usada não é conhecida com rigor suficiente para conseguir 
reprodução dos resultados em grande escala. Por outro lado, o método de deposição dos reagentes 
(adsorção simples) não permite garantir a fixação de uma quantidade constante de antigénio em 
todos os poços como acontece em ensaios disponíveis no mercado. Não obstante, a nível conceptual 
o dispositivo apresenta resultados promissores. Mediante a otimização necessária para introduzir 
estas microplacas num kit de diagnóstico clinicamente validado, o dispositivo tem potencial para 
reduzir os custos e aumentar o rendimento em relação aos métodos usados atualmente. Os LFA 
(Lateral Flow Assay) convencionais de diagnóstico serológico permitem apenas a realização de um 
teste, ao passo que a microplaca de papel permite a realização de 96 ensaios em simultâneo.  
 A microplaca de papel revela ser uma plataforma adequada para este procedimento, 
providenciando um bom contraste e, devido ao seu elevado rácio superfície-volume facilita a 
evaporação do solvente, deixando o soluto concentrado e distribuído na rede de fibras do papel. Pela 
grande área de contacto entre os reagentes e o contraste com a cor branca do papel os tempos de 
realização do ensaio são reduzidos. A espessura do papel e a sua relativa opacidade permitem que os 
resultados sejam analisados num scanner comercial, dispensando o uso de um leitor de microplacas.  
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4.5.2 Plataforma de papel para detecção de tuberculose com 
nanopartículas de ouro - Gold on paper [37] 
 A plataforma Gold on paper foi desenvolvida nas microplacas de papel de 384 poços. Para 
desenvolver esta plataforma o método de deteção através de nanossondas de ouro foi otimizado 
para identificação específica de DNA de M. tuberculosis (membros MTBC). Uma nanossonda de ouro 
específica para o locus rpoB presente em todos os membros de MTBC foi sintetizada e otimizada de 
acordo com o método descrito por Batista et al [57], [84] (Figura 4.44).  
 As soluções de nanossondas de ouro exibem cor vermelha devido à ressonância plasmónica 
de superfície. Quando são induzidas a agregar por ação de sal (cloreto de magnésio), a presença de 
sequências alvo complementares evita a agregação das partículas e a solução permanece vermelha. 
A ausência da sequência e DNA alvo complementar resulta na agregação das nano partículas de ouro 
resultando numa solução com cor azul (Figura 4.44). 
 
Figura 4.44 - Ilustração de um ensaio da plataforma Gold on paper (síntese das nanossondas, preparação e execução do 
ensaio em papel). 
 A análise de resultados (Figura 4.45) baseia-se no rácio entre as frações de nanossondas 
agregadas e não agregadas presentes na amostra. Por análise do espetro UV/visível dos poços após 
adição de sal foi calculado o rácio entre as absorvências a 526 nm (não agregadas) e a 600 nm 
(agregadas). O limiar que permite discernir uma amostra positiva de uma negativa corresponde a um 
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rácio de 1. Este rácio corresponde a um equilíbrio entre a quantidade de nanossondas agregadas e 
não agregadas, possibilitando a identificação de amostras com a sequência alvo. 
 Em cada poço da microplaca de papel foi impregnada a mínima quantidade de sal necessária 
para agregar as nanossondas no ensaio de calibração. As microplacas de papel são adequadas para 
operar com pequenos volumes, fornecendo resultados precisos na deteção de membros de MTBC 
usando volumes reduzidos (5 µL) permitindo uma redução de 6 vezes no volume total de 
nanossondas e amostra. Depois da hibridação da amostra a analisar com as nanossondas de ouro, 5 
µL dessa solução foram depositados na placa de papel para desenvolvimento da cor. Depois de 45 
min (tempo necessário à evaporação do solvente e estabilização da cor) uma imagem da placa foi 
capturada usando um smarthphone e calculou-se o rácio entre os canais RGB vermelho e azul. Os 
dados foram diretamente analisados no dispositivo e enviadas via 3G para um computador portátil 
As mesmas amostras foram analisadas num ensaio tradicional no leitor de microplacas (Figura 4.45 ).  
 
Figura 4.45 - Resultados do ensaio colorimétrico realizado em papel (A) e correspondentes análises RGB no software 
Image J (C) e na aplicação ColorPikr (D). O ensaio foi realizado paralelamente em solução e analisado num leitor de 
microplacas convencional (B). Análise de variância feita em Prism 5 Graph Pad com teste de Tukey para comparação de 
médias; ***= p<0,0001, n=3. Adaptado de [37]. 
 Para todas as metodologias o sistema de nanossondas de ouro revelou capacidade de 
identificação de DNA de M.tuberculosis (p<0,0001) com pequenas variações entre os métodos e sem 
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perca de especificidade ou sensibilidade na análise realizada inteiramente no smarthphone. A 
plataforma é capaz de discriminar a presença de DNA de MTBC até concentrações de 10 µg µL-1 (41 
pmol de alvo na plataforma Gold on paper e 246 pmol no ensaio tradicional). O sistema desenvolvido 
apresenta no entanto sinais menores e uma diferença entre positivo e negativo menos intensa que o 
ensaio analisado no leitor de microplacas. Esta ligeira perca de sinal é compensada pela simplicidade 
do método de deteção sem perca de sensibilidade, dispensando o uso de um leitor de microplacas 
ou espetrofotómetro UV/visível. 
 Após realização do ensaio colorimétrico efetuou-se uma caraterização morfológica das 
amostras por SEM (Figura 4.46). Os resultados mostram uma diferença clara na difusão das 
nanossondas de ouro em ensaios positivos e negativos. Na presença de uma amostra com membros 
de MTBC o poço revela uma coloração vermelha e são visíveis nanossondas não agregadas dispostas 
na área analisada. A amostra negativa cujo poço tem coloração azul mostra agregação das 
nanossondas. 
 
Figura 4.46 - Imagens SEM dos resultados da plataforma Gold on paper (coloração artificial em Adobe Photoshop). 
 Em trabalho efetuado após a publicação do artigo, foi realizada uma análise EDS a um poço 
correspondente a um resultado negativo da plataforma Gold on paper. Na Figura 4.47 estão 
representados os mapas EDS resultantes A imagem SEM revela um agregado de nanossondas na 
superfície de uma fibra. Nos mapas EDS correspondentes à área da imagem é possível observar os 
elementos carbono e oxigénio, resultantes da fibra de celulose onde o ouro se encontra depositado. 
Os detetores revelaram também quantidades consideráveis de cloro e magnésio, resultado da 
solução de sal (MgCl2) impregnada nos poços para induzir agregação das nano partículas. Por fim os 
mapas de distribuição de elementos permitem ainda identificar o elemento ouro nas zonas 
correspondentes aos agregados de nanossondas visíveis na imagem.  
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Figura 4.47 - Mapas de distribuição dos elementos de um poço da plataforma Gold on paper com um resultado negativo 
(nanossondas agregadas) 
 Baptista et al. estimou o custo dos reagentes por amostra para o método convencional [60]. 
Tendo em conta que o método Gold on paper permite a redução dos reagentes de 30 μL para 5 μL, 
ou seja utiliza apenas um sexto do volume necessário para o método convencional, infere-se 
também a redução do custo dos reagentes para um sexto. Nesse caso, e incluindo o custo do papel 
(127,9 x 85,85 mm2) e da impressão, calculou-se que o custo por teste seja de 0,06 €. 
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Capítulo 5  
5. Conclusões e perspetivas de trabalho 
futuro 
 Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de conjugar as vantagens da microfluídica em 
papel com a instrumentação de manuseamento e leitura de resultados específicos para microplacas, 
existentes na maioria dos laboratórios modernos. 
5.1 Substratos e material de impressão 
 O papel é um material comum nos laboratórios em procedimentos de cromatografia e 
filtração., sendo inclusivamente usado em microplacas com sistemas de filtração integrados. Neste 
sentido, a familiaridade com o material em procedimentos laboratoriais facilita a integração das 
microplacas de papel num contexto laboratorial. Por outro lado, as características deste material 
permitem produzir dispositivos que satisfazem as diretivas da OMS, sumarizadas no acrónimo 
ASSURED. 
 O papel de cromatografia Nº1 foi o substrato usado na produção das microplacas, uma vez 
que a sua caraterização revelou as propriedades necessárias à aplicação dos conceitos de 
microfluídica. Por outro lado, o trabalho desenvolvido por outros autores revela que este é o 
substrato de referência no que diz respeito a aplicações de microfluídica. Deste modo, a sua 
caraterização química revelou uma composição maioritariamente celulósica com resíduos vestigiais 
de cálcio na análise EDS. As quantidades vestigiais deste elemento podem resultar do processo de 
branqueamento da pasta de papel. A caraterização morfológica e ângulo de contacto demonstraram 
que apresenta elevada porosidade e capacidade de absorção. No âmbito deste trabalho, esta 
propriedade é essencial na medida em que a maioria das reações em meio biológico ocorrem em 
solução aquosa.  
 Além do papel Whatman foram caraterizados três papéis diferentes, com o objetivo de 
avaliar as suas propriedades e determinar se são adequados para a produção de microplacas. A sua 
caracterização morfológica e ângulo de contacto determinaram que os papéis de impressão (branco 
e reciclado) não possuem a porosidade e capacidade de absorção necessárias na perspetiva do 
trabalho. O papel de filtro de café revelou uma morfologia semelhante à do papel Whatman e um 
ângulo de contacto de 18,3ᵒ, pelo que se apresenta como uma alternativa. A caraterização química 
permitiu confirmar a presença de compostos minerais nos papéis de impressão e a composição 
maioritariamente celulósica do papel de filtro de café.  
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 Na perspetiva de desenvolvimento da tecnologia seria beneficial estabelecer parcerias com 
indústrias de produção de papel, no sentido de investigar e modificar as propriedades do papel de 
acordo com a aplicação a desenvolver. A aplicação de papel em microfluídica é uma técnica recente, 
pelo que não existem ainda canais de comunicação estabelecidos que permitam a interação com a 
indústria do papel no sentido de desenvolver substratos com características específicas.  
5.2 Método de produção 
 A difusão lateral da cera, processo inerente à criação de barreiras hidrofóbicas no papel, 
altera a dimensão dos dispositivos. Deste modo foi avaliada a difusão da cera, no sentido de obter 
relações matemáticas entre as dimensões nominais (introduzidos no programa de desenho) e 
dimensões finais dos dispositivos (após difusão e criação de barreiras). Os resultados obtidos foram 
integrados numa folha de cálculo e ajudaram a dimensionar as microplacas de papel com as 
dimensões padrão. Foi também avaliada a resolução funcional do método de produção, ou seja, o 
valor nominal mínimo de um parâmetro ou conjunto de parâmetros a partir do qual se obtêm 
barreiras hidrofóbicas e zonas hidrófilas funcionais. Dos estudos efetuados ao processo de difusão 
concluiu-se que as combinações de aquecimento das séries 6, 7 e 8 permitem a criação de barreiras 
hidrofóbicas e zonas hidrófilas em 100% dos dispositivos. Deste modo, a maioria das microplacas foi 
produzida com 140 ᵒC / 60 s (série 7), uma vez que minimiza o tempo de produção. Não obstante, 
podem ser usadas outras combinações de temperatura e tempo de difusão, de acordo com o 
equipamento usado e tipo de dispositivo.  
 O método de produção por impressão a cera revelou ser adequado para produção de 
microplacas de papel, permitindo a produção de microplacas de papel com dimensões dentro dos 
padrões estabelecidos. Deste modo as microplacas de papel são compatíveis com instrumentação 
específica para estes formatos. Pipetas com vários canais permitem depositar soluções em todos os 
poços de uma coluna em simultâneo, equipamentos mais complexos permitem realização de ensaios 
totalmente automatizados, reduzindo o tempo de realização e os erros associados ao utilizador. Por 
outro lado são também compatíveis com leitores de microplacas, equipamentos de referência para 
analisar resultados de ensaios em microplaca. 
 No sentido de otimizar o método de produção como perspetivas para trabalho futuro sugere-
se a aplicação dos modelos de difusão a cera obtidos num software de desenho que permita projetar 
os padrões com as dimensões finais e imprimi-los com as dimensões nominais correspondentes.  
5.3 Sistema de leitura de resultados 
 O desenvolvimento e validação de um sistema de leitura de resultados adaptado às 
microplacas de papel é essencial para potenciar a sua versatilidade. Neste contexto foi realizado um 
estudo inicial relacionando um método de deteção validado (leitor de microplacas) com um método 
alternativo de baixo custo adequado às características das microplacas desenvolvidas. 
 As microplacas de papel demostraram ser compatíveis com medições de absorvância em 
comprimentos de onda visíveis num leitor de microplacas convencionais. No entanto devido às fibras 
de celulose da microplaca regista-se um elevado valor de background, o que reduz 
consideravelmente a sensibilidade do sistema. Não obstante, os resultados obtidos revelam que as 
microplacas de papel pode ser usada em medições de absorvância, uma vez que para quantidades 
variáveis de soluto, apresentam o mesmo comportamento que microplacas convencionais. As 
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medições de refletância por imagens digitais revelam que estas podem ser utilizadas para quantificar 
quantidades de soluto em microplacas de papel de uma forma rápida, económica, acessível e prática. 
Neste trabalho foram utilizadas duas ferramentas de aquisição de imagem (câmara fotográfica e 
scanner), cujas imagens foram analisadas no espaço colorimétrico RGB. No entanto, a complexidade 
das escalas colorimétricas e variedade de sistemas colorimétricos existentes, exigem um estudo mais 
aprofundado, de modo a determinar os espaços colorimétricos adequados para cada ensaio de 
acordo com a variação de cor.  
 Numa perspetiva de melhorar este sistema de análise de resultados seria interessante 
desenvolver aplicações para smarthphone e computador que permitissem reduzir o tempo e erros 
associados a estas medições. O utilizador selecionaria quais os poços a analisar e o software 
analisaria automaticamente a área correspondente a esses poços, retornando os valores de 
intensidade colorimétrica do poço nos espaços colorimétricos desejados. 
5.4 Aplicações 
 Muito esforço tem sido empregue no sentido de providenciar plataformas de diagnóstico, 
particularmente de doenças generalizadas e epidemias, portáteis e robustas para aplicação em 
situações de carência de recursos e/ou pessoal especializado. Os procedimentos de diagnóstico 
desenvolvidos em microplacas de papel revelaram resultados promissores e anteveem uma miríade 
de aplicações compatíveis com estas plataformas.  
 O ensaio ELISA para diagnóstico de leishmaniose canina revelou especificidade e 
sensibilidade suficientes para detetar a presença de anticorpos anti-Leishmania em soros de animais 
infetados pela doença, a partir de medições de refletância. No entanto, a dificuldade em reproduzir 
os resultados exige a otimização de um método de fixação do antigénio à microplaca de papel. Numa 
perspetiva de trabalho futuro será importante desenvolver e otimizar novos métodos de fixação e 
desenvolver ensaios ELISA para diagnóstico de outras patologias. 
 Neste trabalho demonstra-se o potencial da plataforma Gold on paper para diagnóstico 
molecular de tuberculose. A plataforma Gold on paper opera no conceito de integrar um esquema de 
deteção molecular baseado em nanossondas de ouro numa microplaca de papel. Os dispositivos 
detetaram eficientemente membros de MTBC e por via de um smarthphone os dados foram 
analisados sem perda de sensibilidade e especificidade.  
 O conceito dos dispositivos desenvolvidos possibilita a realização de ensaios serológicos e 
moleculares de bio reconhecimento e deteção, transmitindo a informação digital por canais de 
comunicação existentes. Indexando a cada imagem digital informação geográfica, os sistemas de 
diagnóstico podem enviar a informação para um servidor central, permitindo a monitorização em 
tempo real das patologias.  
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7. ANEXOS 
Anexo 1 - Definições da impressora 
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Anexo 2 - Procedimento de fabrico de um formato alternativo de microplaca 
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Anexo 3 - Fluxograma do tratamento de resultados de absorvância 
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Anexo 4 - Difusão em função da dimensão nominal da linha 
A)
 
B)
 
Anexo 5 - Representação gráfica de Lbarreira em função de Lnominal para : A) séries 3 e 4; B) 
séries 5 e 6. 
A)
 
B)
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Anexo 6 - Difusão em função do diâmetro nominal dos poços. 
A)
 
B)
 
Anexo 7 - Representação gráfica de Pbarreira em função de Pnominal para : A) séries 3 e 4; B) 
séries 5 e 6. 
A)
 
B)
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Anexo 8 - Representação gráfica da absorvância em função da quantidade de corante em 
microplaca de papel e plástico.  
 
Anexo 9 - Espetros de refletância em papel de filtro de café. 
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Anexo 10 - Análise RGB das diluições dos corantes  
A)
 
B)
 
 
Anexo 11 - Teste Tukey para comparação de médias para os ensaios ELISA 
 Mean Diff. q 
 
Significance 
P < 0.001 
 99.9% CI of diff 
Positivo vs Negativo 11,55 7,922 Yes *** 1.465 to 21.64 
Positivo vs Controlo 20,43 14,01 Yes *** 10.34 to 30.51 
Negativo vs Controlo 8,875 6,086 No ** -1.211 to 18.96 
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Anexo 12 - Teste Tukey para comparação de médias para os ensaios da plataforma Gold on 
paper 
 Mean Diff. q 
 
 
Significance 
P < 0.001 
 99.9% CI of diff 
MTBC sample 10ng/uL vs 
MTBC sample 20ng/uL 
-0.01735 2.669 No ns -0.06732 to 0.03262 
MTBC sample 10ng/uL vs 
non-MTBC sample 10ng/uL 
0.07018 11.54 Yes *** 0.02343 to 0.1169 
MTBC sample 10ng/uL vs 
non-MTBC sample 20ng/uL 
0.069 11.87 Yes *** 0.02430 to 0.1137 
MTBC sample 20ng/uL vs 
non-MTBC sample 10ng/uL 
0.08753 14.39 Yes *** 0.04078 to 0.1343 
MTBC sample 20ng/uL vs 
non-MTBC sample 20ng/uL 
0.08635 14.85 Yes *** 0.04165 to 0.1310 
non-MTBC sample 10ng/uL vs 
non-MTBC sample 20ng/uL 
-0.001181 0.2211 No ns -0.04224 to 0.03987 
 
 
Anexo 13 - Teste Tukey para comparação de médias para os ensaios revelados no leitor de 
microplacas 
 Mean Diff. q 
 
Significance 
P < 0.001 
 99.9% CI of diff 
MTBC sample 10ng/uL vs 
MTBC sample 20ng/uL 
-0.09902 15.9 Yes *** -0.1549 to -0.04312 
MTBC sample 10ng/uL vs 
non-MTBC sample 10ng/uL 
0.07231 11.61 Yes *** 0.01641 to 0.1282 
MTBC sample 10ng/uL vs 
non-MTBC sample 20ng/uL 
0.08604 13.82 Yes *** 0.03013 to 0.1419 
MTBC sample 20ng/uL vs 
non-MTBC sample 10ng/uL 
0.1713 27.52 Yes *** 0.1154 to 0.2272 
MTBC sample 20ng/uL vs 
non-MTBC sample 20ng/uL 
0.1851 29.72 Yes *** 0.1292 to 0.2410 
non-MTBC sample 10ng/uL vs 
non-MTBC sample 20ng/uL 
0.01372 2.204 No ns -0.04218 to 0.06962 
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Anexo 14 - Variação colorimétrica de um ensaio da plataforma Gold on Paper. 
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